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l_ (57) Abstract: The invention concerns the isolation of novel properties of lactic acid bacteria strains. Said novel properties are 
advantageously useful for preventing and treating cancer. More particularly, the invention concerns the use of lactic acid bacteria 
^ to facilitate induction of cell apoplosis of a cancer. The invention also concerns the use of lactic acid bacterial strains, such as 
If) Lactobacillus acidophilus and Lactobacillus casei in methods and compositions for preventing and treating cancer, in particular 
colon cancer. 
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£D (57) Abrege : La presente invention concerne la mise en evidence de nouvelles proprietes de souches bacteriennes lactiques. Ces 
nouvelles proprietes sont avantageusement utiles dans la prevention et le traitement du cancer. Plus particulierement, la presente 

^ invention concerne l'usage de bacteries lactiques pour faciliter l'induction de I'apoptose cellulaire d' un cancer. La presente invention 
propose egalement V utilisation de souches bacteriennes lactiques, telles Lactobacillus acidophilus et Lactobacillus casei dans des 

^ methodes et composition pour prevenir et traiter le cancer, notamment le cancer du colon. 
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BACTERIES LACTIQUES ET LEUR USAGE DANS LE TRAITMENT 
ET LA PREVENTION DU CANCER 



DOMAINE DE [.'INVENTION 

La presente invention concerne la mise en evidence de I'utilite de souche 
bacterienne lactique dans la prevention et le traitement d'un cancer. Plus 
particulierement, la presente invention concerne I'usage de bacteries lactiques 
pourfaciliter I'induction de I'apoptose cellulaire d'un cancer. 

DESCRIPTION DE L'ART ANTERIEUR 

Les bacteries Lactobacillus acidophilus 1-1492 presentes dans le produit 
Bio-K + et qui font I'objet de la demande de brevet PCT/CA97/00915 sont 
reconnus pour avoir un effet benefique sur le taux de cholesterol sanguin chez les 
mammiferes. 

La demande internationale no. WO 98/23727 a pour objet un ferment 
lactique qui comprend une souche de Lactobacillus acidophilus 1-1492. Ainsi, ces 
bacteries sont principalement utilisees pour la preparation de ferment lactique 
pour reduire le taux de cholesterol sanguin chez les mammiferes. 

De plus, ces bacteries sont egalement reconnues pour avoir des proprietes 
qui ont pour effet de renforcer le systeme immunitaire, de faciliter I'absorption des 
nutriments et de stimuler la flore intestinale. II est connu que les bacteries 
lactiques ont un effet positif sur la flore intestinale et egalement sur le systeme 
immunitaire. En effet, les bacteries lactiques permettent une stimulation du 
systeme immunitaire ayant done pour effet de donner une meilleure defense au 
niveau du systeme digestif. Ces bacteries sont egalement connues pour 
neutraliser les effets secondaires causes par divers antibiotiques. 

Au pays, un bon nombre de personnes meurent chaque annee du cancer 
du colon. Le cancer est la troisieme maladie qui cause le plus de mort par annee. 
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Au Canada, en Tan 2000, le taux de mortalite cause par le cancer etait de 6500 et 
il y a plus de 17 000 nouveaux cas. 

L'usage de nutraceutique impliquant I'administration de yogourt et/ou de lait 
fermente comme traitement complementaire contre le cancer est egalement 
5 connu. 

Le traitement deja utilise comme therapie chez I'homme, est I'ablation de la 
masse cancereuse par chirurgie et ensuite il peut y avoir irradiation de la zone ou 
se trouvait le cancer afin d'eviter de laisser des traces des cellules indesirables. 

II existe egalement la chimiotherapie. Ce traitement implique 
10 I'administration d'agents anticancereux tels que le 5 fluoro-uracile (5FU). Ce 
compose est combine avec un adjuvant pour limiter les effets negatifs de la 
chimiotherapie. Le 5 fluoro-uracile est un medicament qui est couramment utilise 
pour traiter le cancer du colon. Ce medicament peut etre administre de facon orale 
ou intra peritoneale (le plus pres de la cible cancereuse) vu sa grande instability 
15 dans le serum. II est connu pour causer la mort des cellules cancereuses du colon 
et ce par differents moyens. 

La mort d'une cellule, que Ton nomme aussi apoptose, peut s'executer par 
I'intermediaire de differentes proteines. A titre d'exemple, I'apoptose cellulaire peut 
resulter de I'activation d'un recepteur membranaire ou de I'expression 
20 cytoplasmique de differentes proteines favorisant ce phenomene. A ce sujet, il est 
connu que le 5FU augmente I'expression de la proteine p53 ainsi que I'expression 
du recepteur membranaire Fas. 

1 Generality sur I'apoptose 

1.1 Definition de I'apoptose 

25 

Decouvert et redecouvert plusieurs fois par differents cytologistes et 
biologistes, la mort cellulaire programmee a acquis different nom au court des 
deux derniers siecles. En 1972, le terme apoptose a finalement ete adopte et 
invente par Currie et c'est collegues, afin de decrire un modele frequent de mort 
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cellulaire programmee que les auteurs ont observe de facon repete dans plusieurs 
tissus et types de cellules. II a ete observe que ces cellules mourantes 
partageaient plusieurs caracteristiques morphologiques, qui sont differentes des 
caracteristiques observees sur des cellules atteintes d'une pathologie et des 
5 cellules necrosees, et ils suggerent que ces caracteristiques morphologiques 
partagees pourraient etre le resultat d'un programme de mort cellulaire commun et 
conserve. 

1.2 Role de I'apoptose 

Les chercheurs ont decouvert que les cellules de notre corps peuvent se 

1 0 donner la mort, ils savent que ce « suicide » cellulaire, appele « apoptose » est 
indispensable a I'organisme. L'apoptose est aussi fondamentale pour la 
physiologie des cellules et des tissus que la division et la differentiation cellulaire. 
L'apoptose est la forme de mort cellulaire physiologique la plus commune qui se 
produit dans differents moments comme par exemple, lors du developpement 

15 embryonnaire, lors de la reorganisation tissulaire, lors des regulations 
immunitaires et de la regression tumorale. Ainsi, la mort cellulaire physiologique 
est un processus d'elimination cellulaire spontane, permettant d'assurer le 
renouvellement cellulaire, et qui intervient dans le maintien de I'homeostasie 
cellulaire et tissulaire de facon opposee a la mitose. Elle est le mecanisme inne 

20 par lequel I'organisme elimine les cellules indesirables. Chaque cellule porte en 
elle le mecanisme genetique de sa propre destruction. La cellules ne restent en 
vie qu'a condition de recevoir des signaux de survie emis par son environnement. 
Si la cellule percoit des signaux lui ordonnant de se suicider, alors elle declenche 
le programme de mort. Un dereglement au niveau de I'equilibre entre les proteines 

25 maintenant la cellule en vie et entre les proteines menant a la mort des cellules 
peut etre associe a un large spectre de maladie comprenant le cancer, la 
neurodegeneration, des maladies auto-immunes, au diabete et d'autres 
desordres. 



2 Caracteristiques morphologiques de I'apoptose et de la necrose 
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2.1 Apoptose 

Une des caracteristiques cle de I'apoptose est le retrecissement cellulaire. 
Pendant que le retrecissement cellulaire se produit, le cytoplasme se comprime et 
la chromatine nucleaire se condense et forme des agregats, dans le noyaux, qui 
5 se collent ensuite contre la membrane nucleaire. Les organites cellulaires, dont la 
mitochondrie, en revanche, semblent relativement inchangees. Par la suite, le 
noyaux devient fragmente. La formation et remission de bourgeons sont 
observees a la surface de la cellule. L'integrite de la membrane plasmique, meme 
si la permeabilite augmente, est cependant conservee tout au long de ce 

10 processus. Lors de I'etape finale de I'apoptose, la cellule se brise en plusieurs 
vesicules contenant une variete d'organelles intacts et de fragments nucleaires. 
Les fragments de cellules apoptotiques sont rapidement engouffrees par les 
cellules phagocytaires environnantes, comme exemple le macrophage. 
L'apoptose constitue une mort dite « propre » puisque les fragments cellulaires 

15 sont rapidement elimines. II n'y a ni phase inflammatoire, ni lesion du tissu 
environnant et ce en partie parce que leur membrane cellulaire reste intact. En 
resume, les changements morphologiques caracteristiques a I'apoptose sont le 
retrecissement du cytoplasme, la condensation et la fragmentation de I'ADN et 
finalement, la formation de corps apoptotiques renferment les fragments de noyau 

20 entoure du cytoplasme et de la membrane cellulaire. 

2.2 Necrose 

La necrose fait reference a une mort soudaine intervenant suite a un stress 
physique ou chimique extreme. Elle est marquee par des criteres morphologiques 

25 differents. Lors de la necrose, cette mort cellulaire incontrolee, il y a rapidement 
perte du controle du flux ionique entrainant la penetration de I'eau et une 
augmentation de I'influx ionique, les cellules gonflent ainsi que ses organites 
comme la mitochondrie et le reticulum endoplasmique jusqu'a I'eclatement des 
membranes et la fragmentation non specifique de I'ADN dans le noyau. Le 

30 relachement du contenu cytoplasmique a I'exterieur a I'ajout de d'autres 
evenements, provoque le plus souvent des lesions dans les tissus situes a 
proximite et declenche une reponse inflammatoire locale tres prononcee. 
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Caracteristiques 


Necrose 


Apoptose 


Distribution tissuiaire 


regroupement cellulaire 


cellule isolee 


Reaction tissuiaire 


La lyse et le relachement du 
contenu cellulaire aboutissant a 
rinflammation des tissus 
environnants 


Phagocytose des corps 
apoptotiques par les 
macrophages ou les cellules 
environnantes et aucune 
inflammation 


Morphologie 
Cellule 


Gonflement 


Retrecissement, perte de 
contact avec les cellules 
environnantes, "blebbing", 
formation de corps 
apoptotique 


Organelles 


Endommagees 


Intactes 


Noyau 


Desintegre 


Condense et fragmente 


Lysosomes 


Endommages 


Intactes 


Mitochondries 


Defectueuses, epuisees en ATP, 
enflees et endommagees 


Enflees, changement 
peuvent se rompre, 
relachement de cytochrome 

Q 


Biochimie 


degradation non specifique 


clivage a Pinterieur du noyau 


ADN 






Proteines 


degradation non specifique 


Activation des caspases 



Tableau 1- Les principals differences entre la necrose et I'apoptose. 



3 Differentes etapes du processus apoptotique 

5 L'apoptose peut comporter trois differentes etapes (Figure 2). II faut tout 

d'abord que la cellule recoive un signal apoptotique done la phase de 
declenchement ou d'engagement. Ensuite, il y la phase de regulation ou de 
controle puis finalement la phase d'execution pendant laquelle se deroulerait la 
cascade enzymatique intracellulaire induisant la mort apoptotique. 
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3.1 Etape de declenchement de I'apoptose 

Une variete de stimulis, autant interne qu'externe, peuvent activer la 
cellules a devenir apoptotique. Parmi les differents stimulis, on peut enumerer des 
agents biologiques (recepteurs membranaires, facteurs de transcriptions, les 
oncoproteines, infection virale, toxines bacteriennes, ...)■ la suppression de 
facteurs essentiels a la croissance cellulaire (cytokines, facteurs de croissances et 
nutritifs, ...), des lesions genomiques de I'ADN (spontanee ou provoquee), 
I'exposition a des produits chimiques (agents anticancereux), I'exposition a des 
agents inducteurs physiques (rayons UV, rayons X, micro-ondes, chaleur, ...). 
Cette phase se poursuit en de nombreuses modifications biochimiques. 

3.2 Etape de decision ou d'execution de I'apoptose 

Suite a ces differents stimulis, la cellule recoit les differents signaux et 
decide de devenir apoptotique ou pas. Cette etape comprend differents chemin de 
signaux de transduction entre autre I'activation (ou inactivation) de 
serine/threonine et tyrosine kinases et phosphatases, la synthese de second 
messagers, la modification de I'expression de gene et I'activation de proteases 
specialises connu sous le nom de caspases. La decision final pour devenir 
apoptique depend de plusieurs facteurs incluant I'equilibre entre les proteines pro- 
apoptotique et anti-apoptotique (la famille de proteine Bcl-2), I'etat metabolique de 
la cellules et egalement I'etape du cycle cellulaire dans laquelle la cellule est. 
Plusieurs arguments suggerent que le deroulement de cette deuxieme etape est 
controle par la famille des proteines Bcl-2, que I'on retrouve a generalement 
associees a la membrane externe des mitochondries, du reticulum endoplasmique 
et du noyau. La famille des proteines Bcl-2 est divisee en deux groupes de 
proteines, les unes inhibent I'apoptose ( Bcl-2, Bcl-X Ll Bcl-w, CED-9,...) et les 
autres favorise I'apoptose ( Bax, Bid, Bad, Bak, Bcl-X s , ...). Qu'elles soient pro- ou 
anti-apoptotique, elles ont l'habilete de controler le flux ionique entre divers 
compartiments cellulaires, specialement entre les mitochondries et le cytoplasme. 
A cette meme etape, il y a activation des caspases sous forme de systeme 
d'amplification par auto-activation par elles-memes et entre elles mais egalement 
par le relachement de facteurs d'activation de I'apoptose, comme I'AIF (apoptosis- 
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inducing factor) et le cytochrome c, par les mitochondries. L'espace inter- 
membranaire de la mitochondrie comprend plusieurs proteines participant a 
I'activation de I'apoptose, comme les pro-caspase-2, -3, -7 et -9, AIF et le 
cytochrome c. L'activation de ces caspases va mener a un point de non retour 
5 puisque par leur activation, elles iront diver leurs differentes cibles, entre autre , 
les proteines necessaires a la survie de la cellule. 

3.3 Etape de degradation de I'apoptose 

La cellule est maintenant engagee de fagon irreversible dans le programme 
de mort cellulaire qui consiste en la presentation des caracteristiques 

10 morphologiques de la signature apoptotique. Done, par I'activation des differentes 
caspases, plusieurs proteines necessaire a la survie de la cellule sont clivees et 
deviennent non fonctionnelles, comme la polymerase poly(ADN-ribose). D'autres 
cibles des caspases peuvent etres activees par celles-ci, entre autre des DNases 
qui elles-memes decouperont la chromatine en fragments de haut poids 

15 moleculaires. 

4. Proteines impliquees dans les mecanismes de regulation de 
I'apoptose 

4.1.1 La famille des proteines Bcl-2 

La proteine Bci-2 et celles de la meme famille sont d'importante 
20 modulatrices d'apoptose. Dans cette famille de proteines, il existe deux classes 
incluantles proteines anti-apoptotiques (Bcl-2, Bcl-x L , Mcl-1, Bcl-w, BA-1/A1, Brag- 
1) et les proteines pro-apoptotiques (Bax, Bak, Bad, Bid, Bik, Bim, Bcl-x s ) (Reed, 
1996). Les membres de la famille Bcl-2 sont classes selon leur nombre de 
domaine d'homologie avec Bcl-2 (BH : Bcl-2-homology). La proteine Bcl-2 contient 
25 4 domaines. Toutes les proteines anti-apoptotiques possedent les quatre 
domaines, tandis que les proteines pro-apoptotique peuvent etre divisees en trois 
categories. Un groupe contient les domaines BH1, BH2 et BH3 (Bax, Bak), tandis 
que I'autre groupe contient seulement le domaine BH3 (Bad, Bid, Bik). Bcl-x s 
forme son propre groupe, contenant les domaines BH3 et BH4. Une etude par 
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cristallographique a permis de determiner la structure de la proteine Bcl-X L . La 
proteine est done formee de deux helice-a centrales entourees de cinq helice-a 
« amphipathique ». II est interessant de notre que la structure tridimensionnelle est 
homologue a des toxines bacteriennes formant des pores dans des membranes, 
comme la toxine de la diphterie et colicin, ce qui pourrait suggerer un mecanisme 
d'action potentiel pour ces proteines au niveau de la mitochondrie. Une autre 
caracteristique structurale serait la capacite de ces proteines a s'homo et s'hetero 
dimeriser les unes avec les autres, par leur domaine BH3, de ce fait, elles 
pourraient favoriser ou antagoniser leurs fonctions entres elles. 

4.1.2 Roles des anti- et pro-apoptotique 

A- Sur la mitochondrie 

Tout d'abord, une description des modifications que subit la mitochondrie 
en situation d'apoptose. Les mitochondries isolees dans une situation d'apoptose 
subissent ce qui est refere a une transition de permeabilite mitochondriale (MPT). 
Experimentalement, la MPT est caracterisee par une augmentation en fleche de la 
permeabilite de la membrane interne a des particules avec un poids moleculaire 
de < 1500 Da. Cette transition de permeabilite a plusieurs consequences incluant 
I'ecroulement du Ai|/ m , enflure osmotique, relachement du Ca 2+ matricielle, la 
creation d'especes oxygeno-reactives, et la rupture de la membrane externe de la 
mitochondrie menant au relachement du cytochrome c de I'espace inter- 
membranaires de la mitochondrie. Une caracterisation biochimique de la 
mitochondrie a permis d'identifier des pores sensibles au voltage et Ca 2+ qui 
controle la MPT, qui seront nommes pores PT. Les pores sont localises a la 
jonction des membranes interne et externe de la mitochondrie, et ainsi, I'ouverture 
des pores permettent la communication directe entre la matrice de la mitochondrie 
et son environnement. Le « voltage-dependant anion channel »(VDAC) et le 
« adenine nucleotide translocator » (ANT) font partie des pore PT. 

Les proteines de la famille Bcl-2 ont differentes distributions cytoplasmique. 
Les proteines Bcl-2 et Bcl-x L , possedent une queue hydrophobe en c-terminale 
contenant une sequence d'insertion de membrane, et la majorite de ces proteines 
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sont reconnues pour etre associees aux membranes des mitochondries, de 
reticulum endoplasmique et a la membrane nucleaire. Dans leur forme inactive, 
les proteines pro-apoptotiques, Bad, Bax et Bid, ont une location primaire 
cytoplasmique. Par contre, lors de leur activation, elles se resituent sur les 

5 mitochondries. Lorsque Bid est clive, sa partie terminate COOH se resitue a la 
surface de la mitochondrie. L'action de ces proteines, soit de prevenir soit d'initier 
I'apoptose, se situe au niveau des mitochondries, par contre le mecanisme de ces 
actions demeure controversy et incertain. II a ete demontre qu'en ajoutant la 
proteine Bax, une proteine pro-apoptotique, a des mitochondries isolees il y a 

10 induction du relachement de cytochrome c, tandis que la sur expression de la 
proteine Bcl-2 ou Bcl-X L previent le relachement du cytochrome c done bloque 
I'apoptose. II est clair que la famille Bcl-2 est impliquee de facon etroite dans la 
liberation du cytochrome c, la proteine transporteuse d'electron a I'interieur de la 
mitochondrie. En plus d'etre implique dans la phosphorylation oxydative dans la 

15 mitochondrie, le cytochrome c est un des constituants (ainsi que la proteine 
adaptatrice Apaf-1) qui est requis pour I'activation de la caspase-9 dans le cytosol. 
Comment les membres de la famille Bcl-2 regulent le relachement du cytochrome 
c? Plusieurs hypotheses ont ete emises, mais aucune n'est prouvee de facon 
definitive. II y a trois modeles de base qui peuvent etre suggeres. 

20 1- Les membres de la famille Bcl-2 forment un canal qui facilite le transport 
des proteines. En se basant sur similarity de la structure de Bcl-X L a la sous-unite 
de la toxine de la diphterie qui forme des pores, il a ete suggere que les proteines 
Bcl-2 pourraient s'inserer dans la membrane externe de la mitochondrie, ou elles 
pourraient former un canal ou bien meme un grand trou. Les membres de la 

25 famille Bcl-2 en effet peuvent s'inserer dans une couche bi lipidique synthetique, 
s'oligomeriser, et former un canal avec une conduction discrete. Les proteines Bid 
et Bik peuvent directement induire la mitochondrie a relacher le cytochrome c sans 
interagir avec VDAC ou ANT suggerant qu'elles agissent en dehors des pores PT. 

2- Les membres de la famille Bcl-2 interagissent avec d'autre proteines pour 
30 former des canaux. La famille de proteines Bcl-2 interagie avec plusieurs 
proteines. Une possibility serait que les membres de la famille de proteine pro- 



WO 03/045405 



PCT/CA02/01826 



10 

apoptotique recrute d'autre proteines de la membrane externe de la mitochondrie 
afin de former un pore assez large pour faire un canal. Une candidate 
particulierement interessante pour une telle proteine serait le canal d'anion voltage 
dependant (VDAC), plusieurs membres de la familie Bcl-2 peuvent se Her a elle et 
reguler son activite de canal. Puisque la grandeur du pore caracterise du canal 
VDAC est trop petit pour laisser passer les proteines au travers, ce modele doit 
assumer que le VDAC subit un changement conformation nel suite a la liaisons 
des membres de la familie Bcl-2. II a ete demontre que les proteines Bcl-2 et Bcl- 
XL favorisent la fermeture des pores PT, tandis que la proteine pro-apoptotique 
Bax ont I'effet contraire, elle interagit avec ANT et VDAC pour favoriser I'ouverture 
de ces pores et le re largage du cytochrome c. 

3- Les membres de la familie Bcl-2 induit une rupture de la membrane 
exterieure de la mitochondrie. II est possible que la familie Bcl-2 controle 
I'homeostasie de la mitochondrie. Dans ce model, le signal apoptotique altererais 
la physiologie de la mitochondrie (par exemple, echange d'ion ou la 
phosphorylation oxydative) tel que lorganelle gonfle, ce qui donne comme resultat 
la rupture physique de la membrane externe et le re largage de proteines situees 
entre les membranes de la mitochondrie, dans le cytosol. Le besoin de former un 
canal assez gros pour laisser passer le cytochrome c est maintenant plus 
necessaire puisque les proteines se diffuseraient simplement par les dechirures 
dans la double couche lipidique. 

Les proteines pro-apoptotiques (Bid) peuvent s'homo dimeriser pour former 
un pore pour laisser sortir le cytochrome c. Les proteines anti-apoptotiques (Bcl-2) 
ont la capacite de se lier avec des pores PT et ainsi empecher le re largage des 
proteines inter-membranaires par contre, les proteines pro-apoptotiques (Bax), 
vont permettre I'ouverture des pores PT. 

La proteine AIF (pour apoptosis-inducing factor) qui a ete identifiee et son 
gene clone, est capable, a elle seule, d'induire I'apoptose dans des noyaux isoles. 
Cette molecule est synthetisee dans le cytosol sous forme de precurseur puis est 
importee dans la mitochondrie. Tout comme le cytochrome c, il s'agit d'une 
molecule phylogenetiquement ancienne, avec une double fonction : 



WO 03/045405 



PCT/CA02/01826 



11 

oxydoreduction et facteur apoptogene. Neanmoins, a I'inverse de la voie du 
cytochrome c, qui necessite I'activation d'autres facteurs pour induire I'apoptose, 
la voie d'AIF est au contraire independante des caspases et ne necessite aucun 
intermediate pour provoquer I'apoptose. Elle constituerait entre autres un 
prototype des voies de I'apoptose independantes des caspases. 

Les hypotheses concernant les mecanismes d'inhibition de I'apoptose et en 
particulier la sequestration d'Apaf-1 par Bcl-2 et ses agonistes anti-apoptotiques 
semblent encore tres discutee. Apaf-1 est probablement une cible importante de 
membres de la famille de Bcl-2, puisque les cellules Apaf-1 deficientes sont 
refractaires a divers signaux pro-apoptotiques et qui sont eux-memes inhibees par 
Bcl-2. En plus, une sur-expression d'Apaf-1 a montre que cette proteine etait 
associees avec les proteines de survie comme Bcl-x L et Bcl-2. En revanche, il a 
ete demontrequ'il n'existe aucune co-immunoprecipitation entre le membres de la 
famille Bcl-2 et Apaf-1. Apaf-1 a ete egalement trouvee au niveau de sites ou les 
proteines de survie comme Bcl-2 et Bcl-x L resident tels que les membranes 
externes de la mitochondrie, I'enveloppe nucleaire et le reticulum endoplasmique. 

4.1.3 Mecanisme de modulation des proteines de la famille Bcl-2 

Plusieurs differents mecanismes existent pour moduler les fonctions des 
proteines pro- et anti-apoptiques. Tout d'abord, I'etat de dimerisation des 
membres de la famille Bcl-2 affecte leur activite. Une des fonctions des proteines 
anti-apoptotique Bcl-2 et Bcl-X L est de se dimeriser avec la proteine pro- 
apoptotiques Bax pour neutraliser son activite. En etant un heterodimer, Bax est 
inactif, mais une fois libre de se dimeriser avec lui-meme, Bax est capable 
d'induire I'apoptose. Bid, Bik et Bad peuvent agir en inhibant Taction anti- 
apoptotique de Bcl-2 et Bcl-X L en formant des heterodimers. En second lieu, en 
alterant le niveau d'expression des membres pro- et anti-apoptotique de la famille 
Bcl-2, peut soit initier I'apoptose soit I'inhiber. Par exemple, lorsque le nombre de 
Bcl-2 est plus grand ou egale au nombre de Bax, la cellules en question est 
protege de I'apoptose. Par contre, lorsque le nombre de Bax depasse le nombre 
de Bcl-2, la cellule est plus sujette a devenir apoptotique. En troisieme lieu, les 
proteines de la famille Bcl-2 peuvent etre modifiees par phosphorylation. Le 
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meilleur exemple pour ce propos serait la proteine pro-apoptotique Bad. Dans son 
etat non phosphorylee, elle se dimerise avec Bcl-2 et BcI-Xl, neutralisant ainsi leur 
activite anti-apoptotique. Par contre, lorsque Bad est phosphoryle, elle est 
sequestree et de ce fait ne peut interagir et neutraliser Bcl-2 et Bel- X L . En 
5 quatrieme lieu, la famille Bcl-2 peut etre modifie par clivage. Lors d'une apoptose 
cause par Fas, il a ete demontre que les caspases cliveraient Bcl-2 et Bel- Xl et 
que les produits dives ne sont plus protecteurs et meme ils deviennent pro- 
apoptotique. Bid est une autre proteine de la famille Bcl-2 qui est active par le 
clivage des caspases. Tandis que la proteine a sa pleine longueur est inactive, 

10 suite au clivage cause par la caspase 8, Bid induit le re largage du cytochrome c 
par la mitochondrie. Finalement, la conformation des proteines Bcl-2 modifie leur 
activite. La meilleure evidence pour ce mecanisme viens des etudes faites sur 
Bax. Dans son etat inactif, Bax existe sous une conformation sous laquelle elle 
resiste aux clivages proteolytiques. Par contre, suite a son activation et sa re 

15 localisation sur la mitochondrie, la region N-terminal de la proteine devient 
susceptible aux clivages, suggerant qu'il y a bien un changement de conformation 
qui se produit. 

En resume, les mitochondries ont une place importante dans le 
declenchement de I'apoptose. Leur espace inter-membranaire contient plusieurs 

20 proteines (cytochrome c, caspase-2, -3, -7, et-9, AIF) lesquelles une fois liberees 
dans le cytoplasme participent a la phase de degradation de I'apoptose. L'enigme 
des mecanismes d'induction et de controle de I'apoptose par la mitochondrie 
repose sur quatre points essentiels : a savoir les molecules de la famille Bcl-2/Bcl- 
X|_ qui pourraient contribuer a la formation de canaux ioniques au niveau des 

25 membranes intracellulaires. Les membres pro-apoptotiques de cette famille 
(comme Bax, Bid, ...) pourraient egalement intervenir dans la permeabilite des 
pores PT de la membrane mitochondriale, notamment comme proteines 
activatrices de I'apoptose. Enfin, les molecules anti-apoptotiques de la famille Bcl- 
2 pourraient aussi agir en titrant des activateurs endogenes (comme Apaf-1) de 

30 I'apoptose. Un dernier point est que certaines pro-caspases ont aussi une 
localisation mitochondriale. Ainsi, les promoteurs apoptotiques ou les inhibiteurs 
de la famille Bcl-2 regulent I'apoptose grace a des effets multiples sur les 
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cascades d'activation de caspases, sur le potentiel redox, et sur la fonction de 
barriere de permeabilite des membranes mitochondriales. Dans I'ensemble ces 
observation suggerent done une implication de la transition de permeabilite dans 
la regulation de I'apoptose induite par les mitochondries. 

5 4.2 Role des caspases dans I'apoptose 

4.2.1 Definition et classification des caspases 

Les caspases sont des proteases specialises qui sont essentielles pour 
I'apoptose. Elles sont differentes des autres proteases parce qu'elles utilisent une 
cysteine pour la catalyse et elles clivent seulement apres des residus d'acide 

10 aspartique. Cette specificite inhabituelle d'avoir un aspartate comme substrat est 
retrouve seulement chez une autre protease, la granzyrne B, cependant cette 
enzyme utilise une serine comme site actif. Les caspases sont synthetisees 
comme une chaine simple de polypeptides et elles sont des zymogenes inactifs. 
Ces zymogenes sont composes de trois domaines : un pro-domaine N-terminal, et 

1 5 deux autres domaines, p10 et p20, qui sont retrouves dans I'enzyme mature. Lors 
de leur activation, chaque chaTne de polypeptide est dive en deux sous-unite, une 
grande (p20) et une petite (p10), qui par la suite se dimerisent. Done, les 
enzymes matures qui ont ete observes, sont des hetero-tetrameres composes de 
deux hetero-dimeres p20/p10 et de deux sites actifs. Le peptide en N-terminal, 

20 est dive et relache lors de I'activation. Ce peptide en N-terminal n'est pas'requis 
pour I'activite enzymatique, sont role est connu sur caspase 8 et 10, ou il agit 
comme domaine d'interaction avec d'autres proteines pour moduler leur activation. 
Les caspases 8 et 10 contiennent un « death-effector domain » (DED), alors que 
les caspase 2 et 9 contiennent un « caspase activation and recruitement domain » 

25 (CARD). 

II y a au moins 14 differentes caspases identifies dans les tissus de 
mammiferes a ce jour. II est possible de diviser les caspases en trois groupes 
differents par leur specificite de substrat, e'est a dire, par leur reconnaissance des 
trois acides amines qui precedent I'acide aspartique. Le premier groupe, contient 
30 les caspases impliquees dans le processus inflammatoire, done activation des 
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pro-cytokines, qui inclut les caspases 1, 4 et 5. Ces enzymes sont parfois 
connues comme les caspases « ICE-like», parce qu'un autre nom pour caspase-1 
est « lnterleukin-1 -converting enzyme» (ICE). Leur motif du tetra-peptide qu'ils 
reconnaissent et prefere est WEHD, par contre les caspases « ICE-like» sont les 
plus tolerantes pour ce qui est de la substitution d'acide amine a comparer les 
caspases de signalisation et effectrices. Le second groupe de caspases contient 
les caspases 6, 8, 9 et 10. Ces enzymes sont considerees comme des caspases 
de signalisation parce qu'elles peuvent activer d'autre caspases et ainsi debuter la 
cascade. Leur motif de reconnaissance est (LV)EXD. Le dernier groupe contient 
les caspases 2, 3 et 7. Ces enzymes sont connues sous le nom d'effectrice 
puisqu'elles clivent plusieurs cibles cellulaires qui donne comme resultat 
I'apparence morphologique de I'apoptose. L'activation de ces caspases abouti 
generalement dans un point de « non-retour» dans la mort cellulaire. Les 
enzymes effectrices sont les plus specifiques, avec une necessite d'avoir un acide 
aspartique dans la premiere et quatrieme position precedent le site de clivage. 
Elles leur motif de reconnaissance est DEXD. Les caspases les plus recentes, 
caspases 12-14, n'ont pas encore ete assez caracterisees pour pouvoir les 
classer dans un des trois groupes. 

4.2.2 Activation des caspases 

II existe trois differents mecanismes pour activer les caspases. Le premier 
mecanisme est l'activation de la caspase par une autre caspase prealablement 
activee. La plus part des caspases sont activees suite a un clivage proteolytique 
du zymogene entre les domaines p20 et p10, et habituellement un autre clivage 
entre le pro-domaine et le domaine p20. II est interessant de noter que tous ces 
sites de clivages ont lieu apres un aspartate, le substrat des caspases, ce qui 
suggere la possibility d'une activation par auto catalyse. En effet, la fagon la plus 
facile d'activer une caspase est de la mettre en presence d'une autre caspase 
deja activee. Cette strategie de cascade de caspases est amplement utilisee par 
la cellule pour l'activation de trois caspases importantes, caspase-3, -6 et -7. Ces 
trois caspases effectrices sont considerees comme les plus travaillantes de la 



WO 03/045405 



PCT/CA02/01826 



15 

famille des caspases, et sont habituellement plus nombreuses et actives que les 
autres. 

Tel qu'illustre a la Figure 4, le premier clivage se fait entre les domaines 
p20 et p10 (ici 12 kDa) afin de separer les deux sous-unites. Le second clivage 
proteolytique s'effectue entre le pro-domaine et la grande sous-unite et ensuite il y 
a formation d'un heterotetramere qui conduit a la caspase mature sous sa forme 
active. 

La cascade de caspases est une methode tres utile pour amplifier le signal 
pro-apoptotique, mais il ne peut expliquer comment la premiere, la plus en aval 
des caspases est activee. II y a au moins deux autres modeles qui pourraient 
expliquer I'activation des toutes premieres caspases. Le premier est I'induction de 
1'activation par le rapprochement. II est connu que la caspase-8 est la caspase 
initiatrice lors de I'apoptose induit par les recepteurs de mort. Lors de la liaison du 
ligand a son recepteur, le recepteur de mort CD95/Fas se trimerisent et forment 
des complexes de signalisation lies a la membrane. Ces complexes recrutent, par 
des proteines adaptatrices, plusieurs molecules de pro-caspases-8, donnant 
comme resultat une grande concentration locale de zymogenes. Ce modele 
d'activation par rapprochement stipule que sous cette condition de foule, la faible 
activite proteolytique intrinseque de la pro-caspase-8 est suffisante pour permettre 
aux pro-enzymes de se diver mutuellement et de s'activer les unes les autres. Le 
dernier modele d'activation des caspases est I'association de la pro-caspase avec 
une sous-unite regulatrice. Prenons comme exemple la caspase-9 qui necessite 
une association avec des cofacteurs pour son activation. Le cofacteur « apoptotic 
protease activating factor-1 » (Apaf-1) a ete identifies par une approche 
biochimique comme etant une des deux proteines necessaires a I'activation de la 
caspase-9, I'autre etant le cytochrome c. Le complexe que formes ces trois 
proteines, necessitant de I'ATP, donne la forme active de la caspase-9 souvent 
appele apoptosome. Done, Apaf-1 n'est pas seulement une proteine activatrice 
de la caspase-9 mais est une sous-unite essentielle au fonctionnement de celle-ci. 
En resume, les caspases effectrices sont generalement activees par des 
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caspases en aval, alors que les caspases initiatrices sont activees par des 
interactions proteine-proteine regulees. 

4.2.3 Les victimes des caspases 

Les caspases clivent un bon nombre de proteines cellulaires, et le 
processus de proteolyse est limite puisqu'il y a un petit nombre de coupures qui 
sont realisees. Parfois, les clivages entrainent I'activation de la proteine, et 
d'autre fois, I'inactivation mais jamais la degradation puisque leur specificite de 
substrats distingue les caspases comme etant les endopeptidases les plus 
strictes. Les caspases clivent plusieurs proteines cellulaires dont le nombre ne 
cesse d'augmenter. Les proteines de structure, nucleaires et de signalisations 
sont toutes des cibles des caspases (tableau 1). II y a differentes proteines du 
cytosquelette clivees par les caspases comme par exemple, la lamine, a-fodrin et 
I'actine. Le clivage des ces proteines est probablement responsable des 
changements morphologique observes durant I'apoptose, par exemple le clivage 
les lamines nucleaire est necessaire pour le retrecissement et la bourgeonnement 
nucleaire. La fragmentation de I'ADN est du a I'activation de la « caspase- 
activated Dnase » (CAD) par la caspase-3. Cette DNase existe sous forme de 
complexe inactive avec une sous-unite inhibitrice, ICAD. L'activation de CAD 
s'effectue done, par le clivage de la sous-unite inhibitrice par la caspase-3 
resultant par le relachement et I'activation de la sous-unite catalytique. 



Categorie 


Cible 


Effet 


Signalisation 


autres caspases 


Activation 




PKC 5 


Activation, fragmentation 




nucleaire 




Phospholipase A 2 


Activation 




Bcl-2, Bcl-x L 


Formation de fragment pro- 




apoptotiques 




Bid 


Activation 




ICAD 


Activation de I'endonuclease 




CAD 


Nucleaire 


Facteur de fragmentation de I'ADN 
Polymerase poly (ADP-ribose) 


Fragmentation de I'ADN 
Inactivation 
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Proteine kinase ADN-dependante 


I nsctivstion 




U1 (70 kDa)-snRNP 


Diminution de la synthese 
des ARNs 




Lamine A et B 


Desassemblage de la lamine 
nucleaire 


Structurale 


Actine 


Rearrangement du cyto- 
squelette 




Gelsoline 


Rearrangement du cyto- 
squelette 




oc-Fodrin 


Changement membranaire 



Tableau 2- Quelques exemples de victimes des caspases. 

4.3 La proteine p53 

La proteine p53 est un facteur de transcription qui joue un role critique pour 
5 la prevention du cancer. La proteine p53 est consideree comme etant le « gardien 
du genome ». Cette proteine est un bon exemple de comment la decision entre 
I'apoptose ou la vie peut etre faite a un point de verification active lorsque I'ADN 
est endommagee. Tout dependant du stimulus et la phase dans laquelle la cellule 
est, I'activation de la p53 peut mener a un arret de proliferation cellulaire et a la 
10 reparation de I'ADN ou bien a I'apoptose. Alors que le premier stimulus pour 
activer la p53 est I'ADN endommagee, d'autre stress cellulaire comme la privation 
de metabolite, un dommage physique, chaleur, et la permet d'oxygene peuvent 
egalement activer la p53. 

Le niveau de p53 augmente dramatiquement dans les quelques minutes 
15 suivant le dommage que la cellule a subit. Cette augmentation est possible par 
des modifications post-traductionnelles du polypeptide de la p53, sans induction 
dramatique evidente du niveau ARNm de p53 suite au dommage cause a I'ADN. 
La modification qui est effectue sur le polypeptide de la p53 suite a un dommage a 
I'ADN se traduit par la phosphorylation. Dans une cellule ayant subit aucun 
20 stress, la proteine p53 possede une demi-vie extremement courte mais devient 
beaucoup plus stable suite a un dommage cause a la cellule. L'instabilite de la 
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proteine p53 dans des conditions normales pour la cellule est relie au fait que p53 
est la cible d'une proteolyse induite par de petits peptides, ubiquitines. Done, p53 
se retrouve marque par les ubiquitines avec I'aide d'une proteine portant le nom 
de Mdm2, une proteine jouant un role dans la regulation negative de p53. II est 
5 demontre que la proteine Mdm2 interagie avec p53 afin qu'elle devienne la cible 
parfaite des proteases par les ubiquitines. La proteine Mdm2 cause egalement la 
translocation de p53 du noyau de la cellule au cytoplasme, od elle subira une 
proteolyse induite par des ubiquitines. Done, par la phosphorylation du domaine 
de regulation dans la partie C-terminale de p53, il est demontre que I'activation de 

10 sa liaison a I'ADN selon des sequences specifique a lieu. De plus, la 
phosphorylation de la serine-15 et la serine-20, en N-terminal de p53, cause 
I'inhibition de Interaction entre p53 et Mdm2 par consequent, augmentent le 
niveau de p53 et la convertissant en une forme capable d'une activite de 
transcription. Un grand nombre de kinases phosphorylent p53, incluant la kinase 

15 caseine, les kinases reliees aux signaux extra-cellulaire, la proteine kinase C et la 
kinase Raf-1. Une fois phosphoryle, p53 agit comme etant un facteur de 
transcription pour augmenter et diminuer la transcription de plusieurs genes 
impliques dans I'apoptose. 

Plusieurs proteines regulatrices du cycle cellulaire sont induites par p53, 
20 par exemple p21, GADD45 et des membres de la famille 14-3-3. L'habilete qu'a 
p53 d'induire un arret du cycle cellulaire dans la phase suite a un dommage a 
I'ADN est bien connue et peut s'expliquer par le fait que la proteine p53 une fois 
stimulee possede une activite de transcription qui permet de transcrire le gene 
d'inhibition de la kinase dependante des cyclines (Cdk), la proteine p21. Un 
25 nombre eleve de p21 va ensuite inhiber les kinases cycline E/cdk2 et cycline 
A/cdk2, empechant ainsi ces kinases de promouvoir la progression du cycle 
cellulaire. De plus, la proteine p53 est egalement impliquee dans I'arret du cycle 
cellulaire en phase G 2 en partie parce que p53 induit I'expression de la proteine 
sigma 14-3-3 qui causera la sequestration du complexe cycline B/Cdc2. La 
30 proteine p53 peut mener a I'apoptose par i'activation de la transcription de 
differents genes donnant des proteines impliquees dans le processus apoptotique. 
Les proteines qui sont induites sont la proteine Bax, le recepteur Fas et DR5 
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(recepteur pour le ligand de mort TRAIL), qui sont toutes impliquees dans le 
processus de I'apoptose. Elle cause egalement la diminution de I'expression de 
l'ARNm de Bcl-2, favorisant ainsi I'apoptose. II semble exister une voie 
apoptotique induite par p53 qui ne requiere pas le relachement de cytochrome c 
5 mais qui necessite toujours I'activation des caspases. Malgre que I'expression de 
la proteine bax est augmentee, elle se situe plutot dans le cytosol et aucune 
translocation sur la mitochondrie est detectable. Done, il pourrait exister une autre 
voie par laquelle la proteine p53 induirait I'apoptose sans qu'il y ait relachement de 
cytochrome c. 

10 Les resultats finaux suite a un dommage de I'ADN peut etre I'arret du cycle 

cellulaire, done de la croissance, ou bien I'apoptose. Un dommage a I'ADN donne 
une accumulation et activation de la proteine p53 (Figure 5). Une fois activee, p53 
possede une activite de transcription qui augmentera la transcription de differents 
genes (GADD45, 14-3-3, Mdm2, p21, Bax, Fas, DR5). Elle peut egalement 

15 reguler a la baisse differents genes (Bcl-2). En augmentant la p21, qui ira inhiber 
les kinases cyclines dependantes (cdk), le cycle cellulaire est alors arr§ter en Gi. 
Le cycle cellulaire peut egalement etre arrete en phase G 2 par I'augmentation des 
proteines GADD45 et 14-3-3 par p53. Le processus d'apoptose est realiser par 
differentes proteines (Bax, Fas, DR5) qui sont reguler a la hausse par p53. Une 

20 boucle de regulation de la proteine p53 est possible grace a I'augmentation de 
Mdm2, une proteine se liant a p53 et favorisant sa degradation. 

4.4 Les recepteurs de morts 

Les recepteurs de morts sont des recepteurs situes a la surface de la 
cellule et sont nommes ainsi parce qu'a la liaison avec leur ligand, ils peuvent 

25 amorcer le processus d'apoptose. Ces recepteurs, font partis de la famille du 
recepteur au TNF, en particulier le recepteur TNF-R1 lui-meme, le recepteur Fas 
(aussi appele CD95 ou Apo-1) et egalement les recepteurs DR-3, DR-4 et DR-5. 
Ces recepteurs sont actives par leur ligand qui sont soluble ou membranaire 
comme le « tumor necrosis factor-cc » (TNF-a), le Fas-L et le « TNF-related 

30 apoptosis inducing ligand » (TRAIL) Les ligands des recepteurs de mort font partis 
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de la famille de cytokine TNF-a, et sont des molecules homotrimeriques. Des 
analyses en cristallographie indiquent que chaque monomere du ligand se lie a un 
recepteur, ce qui indique que la liaison d'un ligand implique la trimerisation de ces 
recepteurs. L'interaction ligand-recepteur induit la trimerisation du recepteur, qui 
permet ['association physique de proteines adaptatrices avec les domaines 
interacting protein death domain » (RIP-DD), favorisent le recrutement et 
I'activation des caspases proximales comme les pro-caspases-8, -10 et -2, 
capables alors de transmettre le signal de mort a I'interieur de la cellule. Prenons 
comme exemple I'activation du recepteur TNF-R1. Par la liaison de TNFa au 
recepteur TNF-R1, ce dernier se trimerise donnant comme resultat I'agregation 
des domaines de mort, permettant le recrutement de TRADD qui a sont tour 
recrute une molecule adaptatrice, TRAF2 «TNF receptor-associated factor 2», qui 
mene a I'activation des voies JNK et NF-kB. TRADD peut egalement recruter 
FADD et RIP menant au processus apoptotique et a I'activation de NF-kB, 
respectivement. RIP peut egalement recruter RAIDD «RIP-associated ICH- 
1/CED-3-homologous protein with a death domain» qui par la suite recrute la 
caspase-2 et induit I'apoptose. Lorsque I'ont prend le recepteur Fas comme 
modele d'activation de I'apoptose, le complexe Fas et FADD va recruter la pro- 
caspase-8 qui formera le complexe qui induira le signal de mort, « death-inducing 
signal complex » (DISC). Une fois assemble, le DISC va causer une auto- 
activation rapide de la caspase-8 qui ira activer la caspase-3 et causera I'apoptose 
de la cellule. Ainsi, cette premiere voie d'action du recepteur Fas est une voie 
rapide court-circuitant la mitochondrie et qui ne necessite pas I'apport de 
nouvelles molecules car elle est basee sur interaction de molecules 
preexistantes. 

Toutefois, il a ete recemment montre que I'activation de la caspase-8, suite 
a la trimerisation du recepteur Fas, pouvait provoquer egalement le clivage de Bid, 
une proteine pro-apoptotique de la famille Bcl-2. Ce clivage entrame la 
penetration d'une forme tronquee de Bid dans la mitochondrie avec comme 
consequence, la sortie du cytochrome c, puis la depolarisation du potentiel de 
membrane mitochondriale et I'apoptose. II est egalement demontre que lorsqu'il y 
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a activation de DR-4 et DR5 par TRAIL, la caspase-8 est active. La voie utilise 
n'est pas encore bien elucidee mais plusieurs confirment qu'il y a activation des 
caspases-3 et -9 suite a I'activation de la caspase-8 et observent que Bid est dive 
suite a I'activation de la caspase-8. II est possible que par la liaison de TRAIL aux 

5 recepteurs DR4 ou DR5, il y a activation de la caspase-8, par recrutement a I'aide 
d'une molecule adaptatrice, qui a la fois active la caspase-3 et dive Bid, afin que 
ce dernier devienne actif et permettre le re largage de cytochrome c qui aura 
comme effet d'activer la caspase-9 qui a sont tour activera la caspases-3 ce qui 
causera une amplification de la cascade des caspases et donnera la mort a la 

10 cellule. 

En resume, il y aurait done au moins deux voies de transduction du signal 
apoptotique par certains recepteurs de mort, I'une directe rapide, I'autre plus lente 
mettant en jeu le relais mitochondriale. C'est pourquoi certains auteurs classent 
les cellules (type I ou II) selon leur mode d'induction de I'apoptose par Fas. 

15 Comme par exemple, I'activation de Fas, dans certaines cellules, mene quasiment 
exclusivement a la voie des caspases seulement (cellules de type I). Ces cellules 
ne demontre habituellement aucune implication de la part des mitochondries, et la 
mort celluiaire n'est pas inhibee par Bcl-2 ou Bcl-x L . Dans d'autres cellules, 
I'activation de Fas enclenche la voie utilisant les mitochondries en grande partie, 

20 et ce suite a I'activation de la caspase-8. Les proteines anti-apoptotique Bcl-2 ou 
BcI-Xl peuvent inhiber I'apoptose seulement dans les cellules de type II, par leur 
action de prevenir le relachement de cytochrome c dans le cytosol. 

Plusieurs stimulus peuvent initier I'apoptose, par contre des alterations 
morphologiques et biochimiques courantes sont observees et ce independamment 
25 du stimulus initiate. Les recherches suggerent que la plupart des signaux 
apoptotiques converge sur un nombre limite de voies menant a I'apoptose. 

La Figure 6 montre la structure des membres des recepteurs de morts 
membranaire et leur interactions avec les principaux effecteurs cytoplasmiques 
impliques dans les voies apoptotiques. Les fleches rouges indique une activation 
30 directe de la caspase-8, et les fleches noires une inhibition de I'apoptose avec des 
etapes intermediates (activation de kinases/facteur de transcription). Les 
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abreviations mentonnees dans cette figure ont la signification suivante: DD, death 
domain; TRADD, J_NF-receptor associated death domain; FADD, Fas-associated 
death domain; DISC, death-inducing signaling complex; RIP, receptor-interacting 
protein; TRAF2, INF-receptor associated factor-2; NF-kB, nuclear factor kappa B, 
5 I-kB, inhibitory kappa B; JNKK, JNK kinase; TNF, tumor necrosis factor; TNFR, 
recepteur du TNF; Fas L, Fas ligand; TRAIL, tumor necrosis factor-related 
apoptosis Inducing Ngand; DR4-5, death receptor 4-5; DED, death-effector 
domain; RAIDD, RIP-associated ICH-1/CED-3-homologous protein with a death 
domain; 

10 Le processus d'apoptose requiert la participation de plusieurs voies afin 

d'activer les caspases (Figure 7). Les deux plus connues et les mieux 
caracterisees sont la transduction du signal apoptotique par les recepteurs de 
mort et I'autre voie plus interne a la cellule est I'apoptose induite par les 
changements de I'integrite mitochondriale, en particulier la liberation de facteurs 

15 apoptogenes comme le cytochrome c et AIF. II existe des interconnexions entre 
ces deux voies de signalisation et des boucles d'amplification du signal. 
Abreviations: AIF, apoptosis-inducing factor; tBid, proteine tronquee. 

4.5 La proteine kinase C et Nurr77 

Les proteines kinase C (PKC) font parties d'une famille de serine/threonine 
20 kinase. II y a au moins 1 1 differentes iso-enzymes de PKC que I'on peut diviser 
en trois sous-groupe, en se basant sur leur structure et leur mecanisme de 
reponse a des facteurs de regulation. Les PKC conventionnelles (a, pi, pll, y) sont 
dependantes du Ca 2+ et sont activees par le diacylglycerole (DAG) ou par le 12-o- 
tetradecanoylphorbol-3-acetate (PMA) de fagon in vivo. Le second sous-groupe 
25 (8, s, t), 8, (i), les iso-types nouveaux, ne repond au Ca 2+ mais il est active par le 
DAG et PMA. Le dernier sous-groupe (X, i), les PKC atypiques, sont 
insensibles autant au Ca 2+ qu'au DAG. Les PKC sont responsable pour la 
transduction de plusieurs signaux cellulaire lors d'une variete de processus 
cellulaire comme la croissance cellulaire, la differenciation, la transformation 
30 maligne et I'apoptose. Les PKC sont egalement reconnues pour moduler I'activite 
de differentes proteines de membranes comme les proteines transporteuses, les 
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canaux, et les proteines de membranes reliees au cytosquelette. Puisqu'elles 
possedent differents roles, on constate que Ieur activation peut donner differents 
resultats qui peuvent meme etre des resultats opposes. II a ete demontre que 
I'activation de la PKC induit I'apoptose sur une lignee de cellules cancereuses 

5 gastriques traitees avec du PMA et ce par I'intermediaire de la caspase-3 et de 
proteases serines. II a egalement ete demontre que la PKC inhibe I'apoptose 
induite par le recepteur Fas et ce par la modulation de la perte de potassium (K + ) 
et I'inhibition de I'activite des caspase-8 et -3. II est demontre par different 
chercheur que les PKC ont un role dans la regulation transcriptionnelle de 

10 I'expression des genes Fas et FasL. L'equipe de Park a demontre que I'habilete 
des PKC a induire I'expression de Fas est possible grace au gene TDAG51 (T-cell 
death-associated gene) dans les cellules ayant le type sauvage seulement. II 
existe un autre mediateur dans I'expression du systeme Fas/FasL qui est un 
membre de la superfamille des recepteurs steroTdiens nucleaires orphelins, 

15 Nurr77. Nurr77 joue un role dans la croissance cellulaire par son role de facteur. 
de transcription nucleaire. II a ete demontre que par I'ajout de Nurr77 sous forme 
transgenique dans des thymocytes, une augmentation de Fas ligand est obtenue 
ce qui suggere que Nurr77 peut mener la cellules a devenir apoptotique par 
I'induction de I'expression de Fas ligand. Un autre role fut identifie pour Nurr77. 

20 Nurr77 serait capable de reguler I'apoptose par un moyen independant de son 
activite de regulation transcriptionnelle, entre autre par sa re-localisation du noyau 
vers les mitochondries causant le relachement de cytochrome c. Done, par son 
role de facteur de transcription et son role de proteine pouvant causer le 
relachement de cytochrome c, Nurr77 peut ainsi amener une cellule a devenir 

25 apoptotique. 

5 Le cancer du colon et ses movens de defense 

A I'interieure d'un tissu I'homeostasie est maintenue par la balance entre la 
croissance cellulaire et la mort cellulaire programmer. Une cellule cancereuse 
peut etre definie comme une cellule qui a survecue au processus d'apoptose et 
30 fait maintenant partie des cellules pouvant contribuer a la formation de tumeur. 
Plusieurs causes peuvent mener a la formation de cancer, autant une faille dans 
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le processus de croissance qu'une faille dans le processus d'apoptose. Ces 
failles sont responsables de nombreuses maladies y compris le cancer. Une 
accumulation de cellule peut se produire lorsque le taux de moit est normal mais 
que le taux de croissance est anormalement eleve ou bien lorsque le taux de 
5 croissance est normal mais que le taux de mortalite est anormalement bas. La 
transformation maligne et la progression tumorale sont des processus complexe 
necessitant un bon nombre d'alteration genetique. 

Normalement, les cellules tumorales sont eliminees par presentation, a la 
surface membranaire, d'antigenes aux lymphocytes T cytotoxiques (CTL) et aux 

10 «natural killer» (NK) par le complexe majeur d'histocompatibilite de classe I (CMH 
I) a leur surface ce qui permet d'activer la reponse immunitaire. Les cellules 
cytotoxiques peuvent reconnaTtre les cellules tumorales par I'expression, a leur 
surface, d'antigenes viraux (non-soi), d'antigenes-neo (issus de proteine du soi 
mute), d'antigenes du soi non-mute mais sur-exprimes, d'antigenes oncofoetales 

1 5 (gene eteint au cours de I'embryogenese qui serait spontanement re-transcrit). 

Parfois, les cellules tumorales developpent des alternatives afin d'echapper 
au systeme immunitaire. Plusieurs mecanismes sont crees par la cellule tumorale, 
certains causant une aberration de la presentation d'antigene a la surface de la 
cellule cancereuse: La diminution de I'expression du CMH I (cellule tumorale n'est 

20 plus reconnaissable par CTL, mais peut etre detruite par NK) et Alterations de la 
structure du CMH I (reconnaissance ni de CTL ni de NK). Ensuite, ceux causant 
une mauvaise interaction entre cellules cytotoxiques et la cellule cancereuse : la 
diminution de la secretion de molecules co-stimulatrices ou d'adhesions (essentiel 
dans la presentation antigenique, peut causer I'anergie), la diminution ou mutation 

25 du recepteur Fas membranaire et du recepteur DR4 ou DR5 (cellule tumorale 
moins sensible a I'attaque des CTL ou NK). Les cellules tumorales peuvent 
egalement secreter des cytokines qui favorisent leur croissance. Une etude 
demontre que certain cancer du colon, que la production d'IL-10 (qui a pour effet 
d'inhiber la production de cellule T CD4 + de type Th1 et d'inhiber les fonctions des 

30 macrophages) est regule par la production local de cytokines pro-inflammatoire 
comme IL-6 et IFN-y. Une seconde etude faites sur 9 lignees cellulaires de cancer 
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du colon, demontre que celles-ci produisent des facteurs immunosuppresseur, 
inhibant la proliferation des cellules T. 

Le concept d'immunite cellulaire est base sur la capacite des lymphocytes T 
cytotoxiques a eliminer les cellules tumorales. Le mode d'action des CTL est 

5 d'induire I'apoptose chez les cellules cancereuses par deux mecanismes : par les 
recepteurs de morts et par la voie perforine/granzyme B. Par contre, dans certain 
cas, les cellules tumorales developpent des moyens pour contre-attaquer la 
surveillance du systeme immunitaire et font en sorte que le processus d'apoptose 
ne soit pas declenche. Des equipes de chercheurs ont demontre que les cellules 

10 cancereuses du colon peuvent se defendre contre les CTL par I'expression de Fas 
ligand a leur surface membranaire, et ce en causant la mort des CTL par la liaison 
du recepteur Fas des CTL et le ligand Fas des cellules cancereuses. Par contre, 
des resultats contradictoires ont dementis cette hypothese. Done, on peut 
constater que cette hypothese reste un sujet de recherche assez controversy Un 

15 autre mecanisme peut etre developpe par les cellules cancereuses afin d'eviter 
I'apoptose et de neutraliser les CTL : la secretion sous forme soluble du ligand 
Fas. Done, dans ce scenario, la cellule cancereuse secrete le ligand Fas sous 
forme soluble, en causant une mutation dans le domaine trans-membranaire de la 
proteine done celle-ci ne possede plus de point d'encrage a la membrane 

20 cellulaire, et ainsi le ligand Fas se lie a son ligand situe a la surface du CTL et 
causant done I'apoptose chez le CTL. II est demontre que dans certain cas, les 
CTL peuvent induire I'apoptose chez les cellules cancereuses exprimant le ligand 
Fas par le mecanisme de perforine/granzyme B. Par contre, dans d'autre cas les 
cellules tumorales ont su developper un mecanisme contrecarrant I'efficacite du 

25 mecanisme perforine/granzyme B par la sur-expression d'un inhibiteur de serine 
protease, PI-9. 

Les cellules tumorales peuvent developper plein de mecanismes pour eviter 
la mort mais parfois ces mecanismes peuvent amener la cellule a s'auto-suicider 
ou bien a causer la mort fratricide (mort d'une cellule cancereuse voisine). Par 
30 exemple, si la cellule se met a secreter le ligand Fas a sa surface ou sous forme 
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soluble, celui-ci pourrait aller se lier au recepteur Fas d'une cellule voisine ou 
meme sur un recepteur Fas situe a la surface de la meme cellule. 

II existe d'autres facon qu'une cellule cancereuse peut echapper a 
I'apoptose entre autre par la mutation de certaine proteine impliquer dans le 

5 processus d'apoptose comme par exemple la proteine p53. Cette proteine est 
une des cibles de la plus part des cancers du colon. Done par la mutation, ce qui 
la prive de ces fonctions de gardien du genome et d'activation du processus 
d'apoptose, meme si la cellule est endommagee au niveau de son ADN par 
differents traitements (radiotherapie et/ou chimiotherapie) elle risque quand meme 

10 d'echapper a I'apoptose. II y a egalement la sur-expression de la proteine c-FLIP, 
cette proteine inhibe I'etape de liaison entre les proteines recruteuses FADD et la 
caspase-8 par sa liaison a FADD. II est demontre que la sur-expression de cette 
proteine est frequente dans differents cancer du colon ce qui pourrait contribuer a 
la transformation tumorale in vivo. 

15 Naturellement, la liste des mecanismes d'evasion peut-etre longue car les 

cellules cancereuses semble developper des strategies leur permettant de 
contourner plusieurs obstacles qu'on ne cesse de decouvrir. 

5.1 Therapies contre le cancer du colon 

Les traitements contre le cancer du colon obtiennent un haut taux de 
20 reussite lorsqu'il est localise dans le colon et qu'il n'a pas traverse les parois du 
colon. On attribue ce haut taux de reussite au diagnostique obtenu tot dans le 
developpement de la maladie. Selon statistique Canada, le cancer du colon est le 
troisieme cancer causant le plus de mort au Canada par annee, 6500 morts pour 
I'annee 2000 et 17 000 nouveaux cas. A cette fin, plusieurs traitements sont 
25 maintenant disponible afin de contre carrer cette maladie. 

5.1.1 Stades du cancer du colon selon Dukes 

Les traitements sont donnes selon le stade de la maladie, il existe deux 
systemes afin de classifier dans quel stade le cancer de colon d'un patient se 
situe : ia classification de Duke et le systeme TNM (« tumor characteristics, nodal 
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involvelment and amount of metastasis »). La classification de Duke est la plus 
utilise a ce jour done en voici un resume: Le stade A represente I'etape ou le 
cancer du colon est limite a la muqueuse ou a la sous-muqueuse du colon. Les 
options de traitement a ce stade sont soit la colosectomie, lors d'une lesion 
5 superficielle causee par le cancer, soit une excision de la portion affecte, lors 
d'une lesion plus profonde. Le taux de survie post-operatoire est de 90%. Le 
stade B se mesure selon de degre d'envahissement d'organes ou de tissus situes 
a proximite de la tumeur. Le traitement a donner dans ces cas est naturellement 
I'excision de la tumeur et consideration pour I'utilisation de la chimiotherapie et/ou 

10 radiotherapie. Le taux de survie se situe entre 70-80%. Le stade C implique 
I'envahissement de nodules lymphatiques et la formation de metastases dans les 
vaisseaux sanguins majeurs. Les traitements a prescrire sont I'excision des 
parties malades, la chimiotherapie avec la combinaison d'adjuvant. Le stade D, le 
dernier, des metastases distantes sont presentes. Les traitements sont I'ablation 

15 des differentes metastases isolees (foie, poumon, ovaires), ainsi que de la 
chimiotherapie ou/et radiotherapie palliative. Le taux de survie suite a I'operation 
est generalement moins de 5 ans. 

5.1.2 Chimiotherapie 

Le medicament le plus utilise pour la chimiotherapie est le 5-fluoro-uracil 
20 (5FU), il est administre sous forme intra-veineuse. Des etudes ont demontre que 
I'utilisation du 5FU, suite a I'excision de la tumeur, est plus benefique pour les 
patients en phase C de Dukes que I'excision seul. Ensuite, le desir d'obtenir de 
meilleurs resultats pour vaincre le cancer du colon, les traitements combines sont 
presents a differents patients atteints de cancer du colon en phase B et C. 
25 Plusieurs etudes demontrent que par la combinaison du 5FU avec un adjuvant, 
levamisole ou leucovorine, de meilleurs resultats sont obtenus pour le stage C de 
Dukes. Le levamisole est reconnu pour ameliorer I'efficacite du 5FU, par cette 
combinaison, il est demontre que les cas de recurrences sont diminues, et le 
mecanisme est probablement relie par Pactivation de macrophage qui detruisent 
30 les cellules tumorales restantes puisqu'il semble moduler le systeme immunitaire 
positivement. La leucovorine est un acide folique qui est donne pour eviter les 
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effete negatifs hematologiques, done aide a garder les cellules saines en vie et 
laissant les cellules cancereuses sujettes a Paction cytotoxique du 5FU. En 
generale, les etudes s'entendent pour dire que les traitements avec la 
combinaison d'adjuvant a un effet positif sur le taux de survie ainsi que le temps 

5 de recurrence de la tumeur suite a I'ablation du cancer en comparaison avec 
1'utilisation du 5FU seule. Le mecanisme d'action du 5FU est de se lier a une 
enzyme a I'interieur de la cellule, qui permet la synthese de la thymine lors de la 
replication de 1'ADN, et I'inhiber. Par consequent, la cellule incapable de se 
diviser va mourir. D'autres medicaments peuvent agir contre le cancer du colon et 

10 sont presentement en etude clinique, ou le seront prochainement. Les differents 
medicaments sont les suivants : I'lrinotecan (Camptosar, CPT-11), I'Oxaliplatine et 
le Ralitrexed, Xeloda (Capecitabine). L'lrinotecan agit en inhibant la 
topoTsomerase I, necessaire pour donner une certaine forme a I'ADN lors de la 
translation, transcription, et la replication. L'Oxaliplatine, agit sur I'ADN en formant 

15 des ponts dans IADN inhibant ainsi sa synthese et sa replication. Le Ralitrexed a 
un role semblable au 5FU puisqu'il interfere dans la phase de synthese de IADN 
en bloquant I'enzyme synthetisant la thymine. Le Xeloda, est un comprime oral 
qui se transforme en 5FU suite a I'ingestion. 

5.1.3 Mecanisme de destruction des cellules cancereuses — gar 
20 chimiotherapie 

Lorsque I'effet du medicament sur les cellules est connu, il est possible de 
comprendre le mecanisme qui amene la cellule a devenir apoptotique. Le 5FU 
etant un inhibiteur de la thymine synthetase, celui-ci cause un dommage a IADN 
lors de la division cellulaire en la privant d'une des quatre bases pyrimidiques 

25 constituant IADN. Par ce dommage cause a IADN, le 5FU est responsable de 
I'activation de la proteine gardienne du genome, la p53. II est demontre que cette 
proteine, par sont activite de transcription, peut moduler I'expression de differentes 
proteines impliquees dans le processus d'apoptose comme par exemple la 
proteine Bax, Bak et Bcl-2. Done, lorsque I'expression de Bax est augmente et 

30 que I'expression de Bcl-2 est diminuer, les chances que le potentiel membranaire 
mitochondriale soit perdu est augmente ce qui amene a enclencher le processus 
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d'apoptose par la voie mitochondriale. Ces proteines etant regulees par la proteine 
p53, determine la sensibilite de la cellule a la chimiotherapie puisque dans la 
majorite des cancers du colon, p53 est mutee. Malgre que p53 est mutee, il est 
possible d'observer la mort de ces cellules suite a I'ajout de 5FU. 

5 II est egalement demontre que le traitement des cellules cancereuses au 

5FU induit I'expression du recepteur Fas et du ligand Fas a la surface des cellules 
cancereuses. L'induction de I'expression du recepteur Fas permet done une 
meilleure chance domination de la cellule cancereuse par les cellules 
immunitaires. II est egalement propose que par l'induction de I'expression du 

10 recepteur Fas et du ligand Fas a la surface des cellules cancereuses traitees, une 
mort autocrine, paracrine ou fratricide peut s'en suivre. Puisque les cellules 
expriment le recepteur et le ligand, il pourrait y avoir une liaison croisee entre le 
recepteur et le ligand d'une meme cellule (autocrine), ou le recepteur d'une cellule 
et le ligand d'une autre cellule (paracrine). Differentes equipes de chercheurs ont 

15 demontre que I'apoptose induite par le traitement de chimiotherapie, implique 
I'activation des caspase-3 et -8 que ce soit une cellule de type I ou II. II est 
suggere que dans les cellules de type I, les deux voies d'initiation d'apoptose sont 
emprunte lors de la chimiotherapie. Done, le traitement favorise I'agregation du 
recepteur Fas ce qui cause I'activation de la caspase-8 qui ira active directement 

20 la caspase-3, et la caspase-8 peut egalement activer la proteine Bid par clivage 
qui ira activer la voies mitochondriale de I'apoptose. Pour ce qui est des cellules 
de type II, I'apoptose est controlee par la voie mitochondriale puisque I'utilisation 
d'inhibiteur des FADD n'a pas diminuer I'apoptose cause par la chimiotherapie 
dans ce type de cellule. Done, I'activation de la caspase-8 dans les cellules de 

25 type II a lieu suite aux evenements de signalisation de la mitochondrie. 

D'autres etudes ont demontre que le dommage cause a I'ADN par 
chimiotherapie ou par irradiation, augmente I'expression du recepteur de mort 
DR5 de facon dependant et independante de p53. 

On observe I'implication de plusieurs proteines suite a un traitement de 
30 chimiotherapie. II est important de bien comprendre les mecanismes utilises par 
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ce traitement puisque plusieurs cancers developpent differentes astuces pour 
eviter la mort. 

6 Les bacteries lactiques 

C'est le scientifique E. Metchnikoff (1845-1919) qui a propose que la 
longevite et la sante du peuple bulgare est attribuable a leur ingestion de produit 
laitier fermente. II etait bien connu que certaine bacteries sont pathogenes pour 
I'organisme, done il fut propose que Ton substitut ces bacteries par des bacteries 
du yogourt puisqu'elles etaient depuis longtemps utilise sans aucunes craintes. 
Plusieurs caracteristiques existe afin de definjr les bonnes bacteries lactiques : 
eiles doivent garder leur activite et leur viabiiite avant leur consommation, elles 
doivent survivre le tractus gastro-intestinal, elles doivent etre capable de survivre 
et de croitre dans les intestins et eventuellement produire des effets benefiques. 
De plus, les micro-organismes ne doivent pas etre ni pathologiques ni toxiques. 

Depuis, plusieurs tentatives ont ete faites afin d'ameliorer la sante par 
modification de la flore intestinal par des bacteries lactiques vivantes. Aujourd'hui, 
les effets benefiques de ces bacteries lactiques sont bien identifies et ont tente 
maintenant d'expliquer le ou les mecanisme(s) relie(s) a ces bienfaits. L'equipe 
de Salminen a resume les effets benefiques les plus importants, soutenus par des 
preuves scientifiques, tel que la modulation immunitaire et le renforcement de la 
barriere mucosale des intestins. D'autre equipes ont demontre, dans la souris, 
que la croissance ainsi que les metastase de cancer peuvent etre inhibe par la 
souche de lactobacillus casei. Differents mecanismes sont proposes afin 
d'expliquer a quoi serait du ces bienfaits : la modification de la flore intestinale, 
adherence a la muqueuse intestinale avec la capacite de prevenir I'adherence de 
bacteries pathogenes ou I'activation de pathogenes, la modification des proteines 
alimentaire par la microflore intestinale, la modification de la capacite enzymatique 
bacterienne, specialement celles suggerees pour etre reliees a I'induction de 
cancer, et finalement Influence sur la permeabilite de la muqueuse intestinale. 

La plus part des etudes indiquent un potentiel therapeutique des bacteries 
lactiques et du yogourt qui est du principalement par le changement de la micro- 
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ecologie gastrointestinal. L'efficacite des bacteries lactiques est accrue par leur 
capacite d'adherence a la paroi intestinale puisque !es souches adherentes ont un 
avantage competitif, important pour maintenir leur place dans le tractus gastro- 
intestinal. Par contre, aucunes souches n'a encore ete demontree pour adheree 
de fagon permanente. En augmentant la quantite de bacteries lactiques dans les 
intestins, il est possible de supprimer la croissance de bacteries pathogenes, qui 
contribuent en retour a une reduction des infections. Un epithelium intestinal 
intact avec une flore intestinale optimale represente une barriere contre les 
invasions ou la colonisation par des micro-organismes pathogenes, des antigenes 
et des composes nefastes pour le tractus intestinal. 

En general, la consommation de bacteries lactiques agit par un 
renforcement de la reponse immunitaire non-specifique ou agit comme adjuvant 
dans la reponse immune antigene-specifique. Des etudes sur des animaux ont 
demontrees que le tissu lymphoi'de associe aux intestins, est stimule par des 
bacteries lactiques vivantes, resultant en une production de cytokines et 
d'anticorps (IgA) et une augmentation de I'activite mitogenique des cellules 
formant les plaques de Peyer et des splenocytes. Dans les etudes sur des 
cellules humaines, la production de cytokine, I'activite phagocytaire, la production 
d'anticorps, les fonctions des cellules T et I'activite des cellules NK, sont 
augmentes par la consommation de yogourt ou lorsque les cellules sont exposees 
aux bacteries lactiques de facon in vitro. 

Certaines preuves indiquent que le yogourt stimulant le systeme 
immunitaire peut etre associe avec la diminution d'incidence pathologiques 
comme le cancer, les desordres gastro-intestinal et les symptome d'allergies. 

6.1 Proprietes anti-cancereuse 

Les bacteries lactiques auraient des proprietes antineoplasiques dans une 
variete de lignee cellulaires cancereuses d'origine humaine et animal. En bref, les 
bacteries lactiques reduisent la viabilite des cellules tumorales, diminuent la 
carcinogenese induite dans le colon et le foie, inhibe I'activite mutagenique et se 
lie a des composes potentiellement mutageniques. Malgre qu'aucun mecanisme 
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n'est connu, il est suggere que I'inactivation ou Pinhibition de la formation de 
cancer dans le tractus intestinal est induite. 

II existe des interets considerables pour I'activite metaboliques de la 
microflore intestinal, specialement en relation avec I'etiologie du cancer du colon. 
5 Les etudes ont portees entre autre sur la mesure d'enzymes des: p- 
glucuronidase, azo-reductase et nitro-reductase. Ces enzymes catalysent la 
conversion de carcinogenes indirecte en carcinogene dans les intestins. Par 
I'absorption de bacteries lactiques, celles-ci diminueraient I'activite de ces 
enzymes dees et ainsi previendrait la formation de tumeurs. Un supplement oral 

10 de bacteries lactiques (L acidophilus) d'origine humaine cause une diminution 
significative des ces trois enzymes dees. Ces resultats ont ete partiellement 
confirme par I'equipe de Marteau qui a enregistre une diminution seulement de la 
nitro-reductase chez des 9 sujets qui ont ingere des bacteries lactiques (L 
acidophilus, B. bifidum) pendant 3 semaines. Les recherches se sont continuees 

15 sur un modele de cancer du colon animal induit chimiquement par le 1,2- 
dimethylhydrazine dihydrochloride (DMH). L'activation du DMH se fait dans le 
grand intestin et ces I'enzyme bacterienne p-glucuronidase qui le transforme en 
une carcinogene potentiel. La suppression de cette enzyme peut reduire 
l'activation du DMH et par subsequent la formation du tumeur. Ces etudes 

20 demontrent que I'addition de bacteries lactiques peut retarder la formation du 
cancer du colon en prolongeant I'induction, indiquant que les lactobacillus peuvent 
ralentir le developpement de la tumeur dans le modele experimental animal. 

En resume, plusieurs conclusions sont suggeres en ce qui a attrait aux 
fonctions inhibitrices des bacteries lactiques envers le cancer du colon. Entre 
25 autre, I'augmentation ou la stimulation des fonctions immunitaires, pourrait 
contribuer a diminuer le risque du developpement ou la reapparition du cancer. 
Egalement, les bacteries lactiques pourraient prendre la place des bacteries 
pathogenes qui seraient a I'origine de la formation de composes mutagenes 
causant le cancer du colon. 
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II existe done un besoin de trouver des methodes plus efficaces ou ayant moins 
d'effets secondaires que les traitements deja disponibles pour traiter la maladie. 

SQMMAIRE DE L'INVENTION 

5 Tel que mentionne ci-haut, de nouvelles proprietes de ces bacteries ont ete 

decouvertes. En effet, il a ete decouvert de facon surprenante que I'effet des 
bacteries lactiques, notamment celles contenues dans le produit vendu sous la 
marque de commerce de Bio- K + International, en combinaison avec un agent 
anticancereux puissent causer I'apoptose cellulaire. 

10 Plusieurs mecanismes peuvent etre a I'origine d'un tel phenomene. Par 

exemple, les bacteries lactiques peuvent eviter la mutation qui sont a I'origine des 
cancers. Elles peuvent egalement prevenir la progression des tumeurs en 
renforcant le systeme immunitaire. 

La demanderesse a decouvert de facon surprenante que la consommation 
15 de bacteries lactiques aurait pour effet de prevenir la formartion d'un cancer, 
notamment le cancer du colon. 

La demanderesse a egalement decouvert de facon surprenante que 
I'utilisation de bacteries lactiques en combinaison avec un agent anticancereux ont 
pour effet d'augmenter la susceptibilite des cellules cancereuses a I'apoptose. 

20 Ainsi, la presente invention concerne I'utilisation d'au moins une souche 

bacterienne lactique pour renforcer une reponse immunitaire chez un mammifere 
dans le but de prevenir ou traiter un cancer. 

Un autre objet est I'utilisation d'au moins une souche bacterienne lactique 
pour faciliter I'induction de I'apoptose des cellules d'un cancer. 

25 Un autre objet est I'utilisation d'au moins une souche bacterienne lactique 

pour la fabrication d'un medicament destine au traitement ou la prevention du 
cancer. 
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Selon un mode de realisation prefere, la souche bacterienne est sous une 
forme vivante ou irradiee. Plus particulierement, cette souche bacterienne est du 
genre Lactobacillus et plus preferentiellement de I'espece Lactobacillus 
acidophilus telle la souche 1-1492 deposee a la CNCM et/ou Lactobacillus casei. 

5 Un autre objet de la presente invention est de fournir une composition pour 

traiter ou prevenir un cancer, tel le cancer du colon. La composition de la presente 
invention comprend une quantite efficace d'au moins une souche bacterienne 
lactique telle que definie precedemment et un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable. Selon un mode de realisation prefere de I'invention, la composition 
1 0 comprend egalement un agent anticancereux, tel le 5 fluoro-uracil. 

Selon un autre objet, la presente invention propose une methode pour 
prevenir ou traiter un cancer chez un mammifere, caracterisee en ce qu'elle 
comprend I'administration chez ledit mammifere d'une composition tel que definie 
precedemment. 

15 Un autre objet de la presente invention vise une methode pour faciliter 

I'apoptose des cellules d'un cancer chez un mammifere, caracterisee en ce qu'elle 
comprend I'administration chez ledit mammifere d'une composition tel que definie 
precedemment. 

Un autre objet de la presente invention concerne I'utilisation de bacteries 
20 lactiques pour augmenter I'apoptose de cellule cancereuse. 

Un autre objet de la presente invention concerne I'utilisation en 
combinaison de bacteries lactiques et d'un agent anticancereux, tel que le 5 FU 
pour le traitement d'un cancer du colon. 

Un autre objet de I'invention est de fournir un kit pour prevenir ou traiter un 
25 cancer chez un mammifere, caracterisee en ce qu'il comprend un recipient 
contenant une composition tel que definie precedemment. 
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BREVE DESCRIPTION PES DESS1NS 

Figure 1 est un schema illustrant une analyse typique du pourcentage 
d'apoptose par cytometrie en flux. 

Figure 2 est un schema illustrant un modele de processus apopotique. 

Figure 3 esr un schema illustrant des hypotheses du reiachement par la 
famille de proteines Bcl-2. 

Figure 4 est un schema illustrant la maturation proteolytique de la pro- 
caspase-3. 

Figure 5 est un schema illustrant la recapitulation des effete de I'activation 
de p53. 

Figure 6 est un schema illustrant la structure des membres des recepteurs 
de morts membranaires et leur interactions avec les principaux effecteurs 
cutoplasmiques impliques dans les voies apoptotiques. 

Figure 7 est un schema illustrant les interconnections entre deux differentes 
voies de transductions de I'apoptose. 

Figure 8 est un graphique montrant la dose de 5-fluoro-uracil optimale pour 
obtenir 50% de mortalite cellulaire. 

Figure 9 montre une presentation visuelle de schemas d'apoptose obtenus 
par cytometrie en flux. 

Figue 1 0 est un graphique montrant I'effet de la compostion selon un mode 
de realisation prefere de l'invention sur la viabilite des cellules LS 513. 

Figure 11 est un graphique montrant I'effet de la compostion selon un mode 
de realisation preferee de l'invention sur I'apoptose des cellules LS 513. 

Figures 12a, 12b, 12c et 12d sont des schemas illustrant la mesure 
d'apoptose par cytometrie en flux. La figure 12a illustre les cellules ayant subient 
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aucun traitement. La figure 12b illustre des cellules misent en presence de 5FU a 
une concentration de 100 ug/ml. La figure 12c illustre des cellules misent en 
presence avec des bacteries lactiques a une concentration de 10 8 . La figure 12d 
illustre la combinaison de cellules, de bacteries lactiques (10 8 ) et de 5FU 
(100 ug/mi). 

Figure 13 montre un western blot illustrant I'activation de la caspase 3 par 
des cellules misent en presence d'une composition selon un mode prefere de 
I'invention. 

Figure 14 est un graphique montrant la mesure de I'apoptose des cellules 
LS 513 en presence de compositions selon un mode prefere de I'invention. 

Figure 15 est un graphique montrant la mesure de la viabiiite des ceiiules 
LS 51 3 par le MTT. 

Figure 16 est un graphique montrant I'effet des bacteries lactiques vivantes 
versus les bacteries chauffees sur I'apoptose des cellules LS 513. 

Figure 17 montre des western blots illustrant I'effet des bacteries lactiques 
vivantes versus les bacteries chauffees sur I'activation de la caspase 3. 

Figure 18 est un graphique montrant la mesure d'apoptose inherente aux 
souches bacteriennes lactiques de la presente invention. 

Figure 19 est un graphique montrant I'effet apoptotique du melange de 
bacteries vivantes et de bacteries chauffees. 

Figure 20 est un graphique montrant I'effet d'ajout d'acide butyrique et de 
5FU sur I'apoptose des cellules LS 513. 

Figure 21 est un graphique montrant I'effet de la composition selon un 
mode prefere de I'invention sur I'expression du recepteur Fas. 

Figure 22 est un graphique montrant I'effet de la composition selon un 
mode prefere de I'invention sur I'expression du ligant Fas. 
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Figure 23 montre des western blots illustrant I'effet de la composition selon 
un mode prefere de l'invention sur I'expression d'une proteine impliquee dans 
I'apoptose, soit la proteine p53. 

Figure 24 montrent des western blots illustrant I'effet de la composition 
selon un mode prefere de l'invention sur I'expression d'une proteine impliquee 
dans I'apoptose, soit la proteine p21 

Figure 25 est un graphique montrant I'effet de PKC sur I'apoptose. 

Figure 26 est un graphique montrant I'effet de inhibition de PKC sur 
I'apoptose. 

La Figure 27 est un graphique illustrant I'effet des sumageants de bacteries 
lactiques de l'invention sur I'induction de I'activite de la caspase-3 dans les 
cellules LS513. 

La Figure 28 montre des photographies illustrant I'effet des sumageants 
des bacteries lactiques de l'invention sur la coloration en fluorescence du noyau 
des cellules LS 513. 

La Figure 29 est un graphique illustrant I'effet des sumageants de bacteries 
lactiques de l'invention sur la viabilite des cellules LS 513. 

La Figure 30 est un graphique illustrant I'effet des sumageants de bacteries 
lactiques de l'invention sur le gel cellulaire des cellules LS 513. 

DESCRIPTION DETAILLEE DE L'INVENTION 

La presente invention porte done sur la mise en evidence de I'utilisation de 
proprietes nouvelles des souches bacteriennes lactiques dans la prevention ou le 
traitement d'un cancer. Plus particulierement, I'usage de ces bacteries lactiques 
vise a faciliter I'induction de I'apoptose cellulaires d'un cancer. 



WO 03/045405 



PCT/CA02/01826 



38 

L'invention concerne aussi ['implication de ces souches bacteriennes 
lactiques dans des methodes et compositions utiles dans le traitement ou la 
prevention d'un cancer, tel le cancer du colon. 

Selon un premier mode de realisation, la presente invention vise Putilisation 
5 de souches bacterienne lactiques pour renforcer la reponse immunitaire chez un 
mammifere dans le but de prevenir ou traiter un cancer. 

Selon un second mode de realisation, la presente invention vise I'utilisation 
de bacterie lactique pourfaciliter I'induction de I'apoptose des cellules d'un cancer. 
Par « faciliter I'induction de I'apoptose », on entend un procede par lequel la 
10 presence des souches bacteriennes lactiques de l'invention module positivement 
la mort cellulaire d'une tumeur, et preferablement une tumeur du colon. 

Par « mammifere », on entend tout organisme vivant qui peut etre sujet a 
un cancer, et ceci inclut les etres vertebres tels que notamment les etres humains, 
les animaux domestiques et sauvages. 

15 Par « traiter », on entend un procede par lequel les symptomes du cancer, 

et particulierement celui du colon, sont attenues ou completement elimines. 

Par « prevenir », on entend un procede par lequel le cancer, et 
particulierement celui du colon, est enraye ou retarde. 

Selon un mode de realisation prefere de l'invention, la souche bacterienne 
20 est du genre Lactobacillus et preferentiellement sous une forme vivante ou 
irradiee. Plus particulierement, la souche bacterienne est de I'espece Lactobacillus 
acidophilus ou Lactobacillus casei. Dans le cas ou I'espece choisie est 
Lactobacillus acidophilus, les inventeurs preferent avantageusement utiliser la 
souche 1-1492 deposee a la CNCM. 

25 Selon un troisieme mode de realisation, la presente invention porte sur 

I'utilisation de ces souches bacteriennes lactiques pour la preparation de 
compositions utile dans le traitement ou la prevention du cancer, tel le cancer du 
colon. Une composition selon la presente invention comprend une quantite 



WO 03/045405 



PCT/CA02/01826 



39 

efficace d'au moins une souche bacterienne lactique et un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable. Pref enablement, la composition de I'invention 
comprend un melange des souches de L. acidophilus et L casei. 

Par "pharmaceutiquement acceptable", on entend un vehicule qui peut etre 
5 administre sans risque a un mammifere, en particulier a un etre humain, et ce 
avec peu ou sans effete secondaires negatifs ou toxiques. Un tel vehicule peut 
etre utilise pour differentes fonctions. Par exemple, il peut etre utilise en tant 
qu'agent de preservation, de solubilisation, stabilisant, emulsifiant, adoucissant, 
colorant, odorant, ou en tant qu'agent antioxydant. Ces types de vehicules 
10 peuvent etre aisement prepares en utilisant des methodes bien connues de 
I'homme de Tart. 

Selon un mode de realisation prefere, la composition de la presente 
invention comprend, en outre, un agent anticancereux. A cet effet, tout agent 
anticancereux pouvant etre utiles dans le present contexte est inclus dans la 
15 portee de la presente invention. Toutefois, le 5 fluoro-uracil est avantageusement 
utilise en tant qu'agent anticancereux. La composition de la presente invention 
peut egalement faire partie d'une formulation therapeutique plus complexe, 
laquelle est utile dans le traitement et la prevention du cancer. 

Selon un quatrieme mode de realisation, I'invention propose une methode 
20 pour prevenir ou traiter un cancer, notamment un cancer du colon, chez un 
mammifere. Selon un autre mode de realisation connexe, la presente invention 
propose une methode pour faciliter I'apoptose des cellules d'un cancer chez un 
mammifere, tel un etre humain. Ces methodes comprennent, en autre, I'etape 
d'administrer chez le mammifere en question une composition selon la presente 
25 invention. 

La quantite ou la concentration de bacteries lactiques qui est administree a 
un humain ou a un animal ou qui est presente dans la composition de I'invention 
est une quantite therapeutiquement efficace. Une quantite therapeutiquement 
efficace de bacteries lactiques est cette quantite necessaire pour obtenir des 
30 resultats positifs sans causer des effete secondaires excessivement negatifs chez 
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I'hote dans leque! les bacteries iactiques ou la composition est administree. 
D'ailleurs, une quantite efficace de bacteries Iactiques pour traiter un cancer 
particulier est une quantite qui est suffisante pour attenuer ou reduire d'une 
quelconque facon les symptomes lies au cancer. Une telle quantite peut etre 
5 administree en une seule dose ou peut etre administree selon un regime, par 
lequel elle est efficace. La quantite de bacteries Iactiques selon la presente 
invention peut traiter le cancer mais, typiquement, elle est administree afin 
d'attenuer les symptomes du cancer. La quantite exacte de bacteries Iactiques ou 
de chacun des composants de la composition et la quantite de la composition a 
1 0 administrer varira selon des facteurs tels que le type de cancer a traiter, les autres 
ingredients dans la composition, du mode d'administration, de I'age et du poids du 
mammifere, etc... 

Les compositions selon la presente invention peuvent se presenter sous 
une forme solide ou liquide quelconque habituelle pour ('administration 

15 pharmaceutique, c'est-a-dire par exemple des formes d'administration liquide, en 
gel, ou tout autre support connu de I'homme du metier. Parmi les compositions 
utilisables, on peut citer notamment les compositions administrables par voie 
orale. Dans ce cas precis, la composition de I'invention peut etre administree sous 
forme d'aliments ou de complements alimentaires. On peut egalement cite des 

20 compositions injectables plus particulierement destinees aux injections dans la 
circulation sanguine chez I'humain. 

Une personne versee dans le domaine saura preparer des compositions 
pharmaceutiquement acceptables et determiner, en fonction de plusieurs facteurs, 
le mode d'administration privilegie et la quantite devant etre administree. Parmi les 
25 facteurs pouvant influencer ses choix Ton retrouve: la nature du traitement, la 
nature exacte des ingredients, actifs ou non, entrant dans la composition; le stade 
de la maladie; la condition, I'age et le poids du patient, etc. 

La presente invention inclut egalement les kits pharmaceutiques utiles, par 
exemple, pour la prevention ou le traitement d'un cancer, tel le cancer du colon. 
30 Les kits comportent un ou plusieurs recipients contenant, en outre, une 
composition selon la presente invention. De tels kits peuvent de plus inclure, si 
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desires, un ou plusieurs composants pharmaceutiques conventionnels, comme, 
par exemple, des recipients contenant un ou plusieurs vehicules 
pharmaceutiquement acceptables, ou toute autre composante additionnelle, qui 
sera evident a une personne de I'art. Un kit selon la presente invention peut 
avantagement inclure des instructions sous forme de pamphlet ou sur tout autre 
support imprime, indiquant les quantites des composantes a administrer, les 
directives pour I'administration, et/ou les directives pour melanger les 
composantes. 

L'exemple ci-apres permettra de mettre en evidence d'autres 
caracteristiques et avantages de la presente invention. 

EXEMPLE 

L'exemple qui suit sert a illustrer I'etendue de I'utilisation de la presente 
invention et non a limiter sa portee. Des modifications et variations peuvent y etre 
effectuees sans que I'on echappe a I'esprit et a la portee de I'invention. Bien que 
Ton puisse utiliser d'autres methodes ou produits equivalents a ceux que I'on 
retrouve ci-dessous pour tester ou realiser la presente invention, le materiel et les 
methodes preferes sont decrits. 

INTRODUCTION 

Dans le contexte de la presente invention, afin de determiner comment les 
bacteries lactiques aident a I'apoptose du cancer, des essais ont ete faits sur la 
lignee cellulaire cancereuse du colon humain LS-513. Les bacteries lactiques 
utilisees constituent un melange de Lactobacillus acidophilus et Lactobacillus 
casei. L'agent anticancereux est le 5 fluoro-uracil (5FU). Ce compose agit en tant 
qu'inhibiteur de I'enzyme synthetisant la thymine. 

MATERIEL ET METHODES 

1 Bacteries Lactiques 



1.1 Origine 
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Le melange de bacteries utilise pour les differentes experiences est fourni 
par la compagnie Bio-K (Laval, Qc, Canada). Le melange comprend une 
combinaison de Lactobacillus acidophilus 1-1492, qui fait I'objet de la demande 
international no. PCT/CA97/00915, et de Lactobacillus casei. 

1 .2 Preparation 

Les bacteries recues dans 9 mL de milieu complexe MRS (Difco 
laboratories, Detroit, USA) sont aussitot multiplies dans 100 mL du meme milieu 
en prelevant 100 u,L de la suspension bacterienne. Apres une incubation de 18 
heures dans un incubateur a 37°C, 10 mL de glycerol sont ajoutes au melange de 
100 mL qui est ensuite reparti en parties aliquotes de 1 mL dans plusieurs flacons 
de plastique steriles pouvant contenir 1,5 mL Ces flacons sont entreposes dans 
un congelateur a la temperature de -80°C. / 

Pour les differents protocoles de stimulation, un flacon est degele et mis 
dans 9 mL de MRS et incube pendant 18 heures a 37°C. Apres ce temps 
d'incubation, un repiquage est effectue. Un volume de 100^L est preleve et ajoute 
a 9 mL de MRS qui est egalement incube pendant 18 heures a 37°C. Apres ces 
incubations, les bacteries sont lavees deux fois dans du PBS sterile et recoltees 
par centrifugation a 3500 RPM pendant 10 minutes. Elles sont ensuite 
suspendues dans un volume final de 9 mL de RPMI sterile contenant 10% de 
serum bovin foetal et sont ensuite pretes a etre utilisees pour une stimulation 
cellulaire. Lors des differentes experiences, les bacteries sont utilisees sous 
forme chauffees, irradiees et vivantes. 

1 .3 Chauffage 

Les bacteries sont chauffees pendant 40 secondes a "eleve" dans un four a 
micro-ondes (General Electrique, Turntable Microwave Oven, 700 wait) afin 
d'obtenir une temperature de 100°C et produire le melange de bacteries qui sera 
utilise comme bacteries chauffees. Cette etape s'effectue dans un contenant de 
verre ferme. 
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1.4 Irradiation 

Afin de produire le melange de bacteries irradiees, les tubes de bacteries 
vivantes sont irradies a une dose minimale pour obtenir une letalite de 100%, soit 
de 5 kGy. Les melanges sont irradies dans un Gammacell-220 (MDS Nordion, 
5 Laval, Qc, Canada) utilisant le Cobalt-60 ( 60 Co) comme source emettrice de 
rayons gamma. 

Afin de faire un comptage bacterien pour obtenir une concentration de 
bacteries pari mL de cette suspension est ajoute a 9 mL d'eau peptonee, une 
solution isotonique contenant 0.1% de bactopeptone (Difco laboratories, Detroit, 
10 USA). Des dilutions en series sont effectuees. Ensuite, 1 mL de ces dilutions est 
preleve et depose dans un petri auquel on ajoute 10 mL de MRS a 1.5% d'agar 
(Difco Laboratories, Detroit, USA) pour permettre d'effectuer un denombrement 
apres une incubation de 48 heures dans un incubateur a 37°C. Chaque 
echantillon est fait en duplicata. 

15 2 Cellules cancereuses 

2.1 Origine 

La lignee cellulaire LS 513 (ATCC, Rockville, MD, USA) est une lignee 
continue de cancer du colon d'origine humaine. 

2.2 Culture 

20 La lignee cellulaire etant adherente, il est obligatoire de decoller les 

cellules, a I'aide d'une solution de trypsine-EDTA (Gibco, Burlingtion, ON, 
Canada) pour ensuite les resuspendre dans du RPMI supplement de L-glutamine 
et de 10% SBF, qu'on peut done appeler "RPMI complet". Les plateaux sont faits 
la journee precedant la stimulation pour permettre aux cellules d'adherer aux 

25 plateaux. Le jour de la stimulation, les differents produits sont ajoutes aux 
concentrations desirees et ensuite les cellules sont incubees pendant une periode 
determinee pour chaque type d'experience, dans un incubateur a 37°C, 5% C0 2 
et sature en humidite. 
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3 Co-cultures de cellules cancereuses et de bacteries 
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3.1 Ajout de bacteries 

Une fois les plateaux cellulaires prets a etre utilises, c'est-a-dire quand les 
cellules ont eu le temps d'adherer, et les bacteries appretees pour etre utilisees, 
5 celle-ci sont ajoutees selon le protocole de stimulation dans les puits contenant les 
cellules adherees et le milieu "RPMI complet". Une incubation est effectuee 
pendant un temps determine en fonction de I'experience a realiser. 

3.2 Experience impliquant I'ajout de butyrate 

Le plateau de cellules cancereuses contenant 3 x 10 5 cellules par puits est 
10 incube une nuit afin de permettre aux cellules d'adherer. Ensuite, les differentes 
concentrations d'acide butyrique (Sigma, St-Louis, USA) sont ajoutees aux puits 
contenant les cellules adherees et le milieu de culture, le RPMI complet. Suite a 
cet ajout, une incubation de 48 heures est faite afin de mesurer le pourcentage 
d'apoptose selon la technique decrite plus loin. 

1 5 3.3 Recolte et etudes des surnageants 

Le but de cette experience est de verifier si la presence de bacteries 
modifie la presentation pharmacologique du 5FU. Une premiere stimulation est 
effectuee sur des cellules adherees pour une periode de 48 heures en presence 
des differents produits de stimulation. Suite a cette incubation, les surnageants 
20 sont recoltes et ajoutes sur une nouvelle culture de cellules fraTchement adherees. 
Ensuite, une seconde incubation de 48 heures est realisee pour ensuite recolter 
les cellules et mesurer le pourcentage d'apoptose. 

4 Mesure de la viabilite des cellules cancereuses 

4.1 Proliferation 



25 4.1.1 MTT 
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Les cellules sont preparees comme indique plus haut. Le test s'effectue 
dans une plaque de 96 puits. Un volume de IOOjJ. d'une concentration de 3,3 x 
10 5 cellules par ml_ est depose dans chaque puits, sauf dans la premiere rangee 
qui servira de "blanc". Une fois les produits de stimulation ajoutes, une incubation 
de 48 heures est effectuee. Suite a I'incubation, les surnageants sont retires par 
aspiration, et le feuillet cellulaire est lave, en ajoutant de facon delicate 200^L de 
PBS dans chaque puits, et en decantant de facon rapide le PBS ajoute dans 
I'evier. Ensuite, une solution de MTT (Sigma, St-Louis, USA) a 5X dilue dans du 
RPMI complet est ajoute dans les puits et une incubation de 5 heures a 37°C est 
effectuee. Par la suite, la solution est decantee et une autre solution est ajoutee 
dans le but de dissoudre les cristaux formes dans les cellules vivantes. Cette 
solution est compose de 50% de dimethyl formamide et 12% de sodium dodecyl 
sulfate (SDS). Une incubation de 18 heures est requise pour dissoudre tous les 
cristaux. Suite a cette incubation, la plaque est lue dans un spectrophotometre 
(Mandel Scientific company, Bio-Tek instruments, Microplate EL309 Autoreader) a 
540nM. Chaque echantillon est effectue en triplicatas, et une moyenne est faite a 
partir des valeurs obtenues. La valeur de la moyenne du temoin est le « 100% » 
de cellules vivantes. Pour obtenir le pourcentage des autres echantillons, il suffit 
d'effectuer un produit croise. 

4.2 Apoptose 

4.2.1 Cytometrie en flux 

Une concentration de 5x1 0 4 cellules par ml_, a raison de 6 ml_ par puits, est 
utilisee afin d'obtenir 3x1 0 5 cellules par echantillon. Les cellules sont preparees 
comme indique plus haut. Les differents produits sont ajoutes dans les puits, et 
une incubation de 48 heures est faite. 

Suite a I'incubation, les surnageants des cellules sont recuperes dans 
differents tubes de 15 mL et centrifuges a 1500 RPM pendant 5 minutes. Les 
culots cellulaires sont ensuite recuperes par decantation des surnageants et mis 
de cote sur glace. Cette etape consiste a recuperer les cellules en suspension. 
Par la suite, le feuillet cellulaire adhere est lave avec 0,5 mL de trypsine-EDTA, 
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puis 0,2 mL de trypsine-EDTA est ajoute dans chaque puits pour permettre aux 
cellules de se decoller lorsqu'elles sont incubees environ 8 minutes dans 
I'incubateur a 37°C. Les cellules sont suspendues dans 3 mL de RPMI complet 
10% SVF pour arreter I'activite enzymatique de la trypsine. La suspension 

5 cellulaire est centrifugee a 1500 RPM pendant 5 minutes dans les tubes servant 
pour la cytometrie en flux. Par la suite, les deux culots cellulaires (cellules en 
suspension et cellules adherees) sont combines et laves deux fois avec du PBS 
froid supplements de 0,25% EDTA afin d'eviter la formation d'agglomerats de 
cellules. Suite aux lavages, 0,5 mL de solution d'iodure de propidium est ajoute 

10 au culot cellulaire. La solution est composee de 0,1% de citrate de sodium (Fisher 
Scientific, New Jersey, USA), 0,1% de TritonX-100 (Sigma, St-Louis, USA), 
50ug/mL de RNase (Sigma, St-Louis, USA) et de 20u.g/mL d'iodure de propidium 
(Sigma, St-Louis, USA). Une incubation de 15 minutes a 4°C est effectuee pour 
ensuite analyser les echantillons par cytometrie en flux (Coulter Epics XL-MCL). 

15 La Figure 1 resume un resultat typique d'une analyse par cytometrie en flux. 
Differents pics sont formes suite aux differences de fluorescence existant entre 
chaque etape du cycle cellulaire. Plus il y a un contenu eleve en ADN intact plus 
la fluorescence est elevee, et vice versa. Le programme mesure le pourcentage 
de fluorescence que forme le large pic situe sous le pic correspondant a G0-G1, 

20 ce pic represente des bouts dADN fragmentes, consequence du clivage de I'ADN 
par differente enzyme active lors de I'apoptose. 

5 Mesure de I'expression de proteines impliquees dans I'a poptose (d53. p21 , 
Casoase 3. Bax) 

5.1 Buvardage de type Western 

25 5.1 .1 Stimulation et extraction des proteines 

Un total d'environ 6x1 0 5 cellules par echantillon est utilise. Le lendemain, 
alors que les cellules sont devenues adherentes, les produits de stimulation sont 
ajoutes. Les differents produits de stimulation sont le 5-Fluorouracile (lOOpg/mL) 
et les bacteries, vivantes ou chauffees, a une concentration de 1X1 0 8 bacteries 
30 par mL. Ces produits vont amener les cellules a devenir apoptotique par la 
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modulation de differentes proteines impliquees dans le processus. C'est cette 
modulation, augmentation de I'expression ou activation de proteine, que la 
technique permet de verifier. Suite a differents temps de stimulation (puisqu'il 
s'agit d'une cinetique), les cellules sont recoltees et centrifugees a 1500 RPM 

5 pendant 5 minutes. Par la suite, 5QyL de tampon de lyse compose de 50mM de 
Tris-HCI pH 7.5, NaCI 150 mM, Nonidet P-40 1% (Roche Diagnostics, Laval, Qc) 
ainsi qu'une pastille Complete™ (contentant les inhibiteurs de proteases) (Roche 
Diagnostics, Laval, Qc), sont ajoutes au culot cellulaire qui est ensuite incube 30 
minutes sur glace. Le volume de 50 jiL est preleve et mis dans un micro-tube de 

10 1,5 mL. Une centrifugation de 10 minutes a 15 000 RPM est effectuee afin de 
precipiter les debris cellulaires. Le surnageant est recupere et un volume egal de 
"tampon d'echantillon" est ajoute. Le "tampon d'echantillon" est compose de 
100mM Tris-HCI pH 6.8, 2% SDS, 20% glycerol et de 0,006% de bleu 
bromophenol. Pour terminer, les echantillons sont aliquotes par volume de 20\iL 

1 5 et entreposes a une temperature de -20°C. 

5. 1 .2 Separation et identification des proteines 

Les echantillons de proteines sont separes sur un gel de polyacrylamide- 
SDS a 4% et 12% en utilisant la machine « mini-PROTEAN » de Bio-Rad. Les 
proteines migrent a I'interieur d'un courant electrique de 200 volts pendant 45 

20 minutes. La migration se fait dans un "tampon electrode" a pH 8,3, compose de 
1,5 % Tris-Base, de 7,2% glycine et de 0,5 % SDS dans le I'eau mili-Q. Par la 
suite, les proteines sont transferees sur une membrane de nitrocellulose « Hybond 
ECL » (Amersham Pharmacia Biotech inc., Baie d'Urfe, Quebec) a I'aide de la 
machine de transfert de Bio-Rad et ce pendant une heure a 100 volts dans un 

25 tampon de transfert compose de 0,58% Tris-Base, de 0,29% de glycine, de 
0,037% SDS et de 20% methanol. Suite au transfert, la membrane est "bloquee" 
avec une solution de blocage composee de PBS-Tween 80 a 0,1% ainsi que du 
lait en poudre ecreme a 5% pendant une heure a la temperature piece et sous 
agitation. Ensuite, le premier marquage est effectue avec I'anticorps 

30 reconnaissant la proteine recherchee. L'anticorps est dilue dans la solution de 
blocage selon une concentration indiquee par le foumisseur. Apres une heure de 
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marquage, on effectue un lavage de 15 minutes suivi de deux lavages de 5 
minutes, avec la solution de blocage. Le deuxieme marquage est effectue avec 
un second anticorps qui reconnait le premier anticorps et qui est couple a la 
peroxidase. Une incubation d'une heure est faite avec ce second anticorps, qui 

5 est egalement dilue dans la solution de blocage a une concentration indiquee par 
le fournisseur. Des que cette incubation est terminee, un lavage de 15 minutes, 
ainsi que deux lavages de 5 minutes, sont effectues avec une solution de PBS- 
Tween 80 a 0,1% sans lait en poudre ecreme. Afin de detecter les differentes 
proteines, une solution ECL (Amersham Pharmacia Biotech inc, Baie d'Urfe, Qc. 

10 Canada), qui amene I'activation de la peroxydase, est ajoutee sur la membrane 
selon les indications du fournisseur. Par la suite, les marquages sont reveles sur 
papier photographique (hyperfilm ECL, Amersham Pharmacia Biotech inc, Baie 
d'Urfe, Qc. Canada) qui sera marque par la peroxydase activee. Le papier 
photographique est ensuite developpe. Le tableau 1 resume les proteines 

15 recherchees et les reactifs utilises. 



Premier anticorps 


Proteine 


Description 


Dilution 


Compagnie 


p53 


Anti-p53 humain 
purifie 

Iso type :lgG 2a 
souris 


1:1000 


BD PharMingen, 

Mississauga, 

Ontario 


p21 


Anti-p21 souris 
purifie 

Iso type :lgGi 
souris 


2 :1000 


BD PharMingen, 

Mississauga, 

Ontario 


Caspase 3 


Anti-capase 3 lapin 
polyclonal 


1 :1000 


BD PharMingen, 

Mississauga, 

Ontario 


Bax 


Anti-Bax 


1 :1000 


Santa Cruz 
California, USA 
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Deuxieme anticorps 


IgG 


Anti-IgG souris 

Couple peroxidase 

Developpe dans 
chevre 


3:10 000 


Sigma, St-Louis, 
USA 


IgG 


Anti-IgG lapin 

Couple peroxidase 

Developpe dans 
chevre 


2.5:10 000 


Sigma, St-Louis, 
USA 



Tableau 1 : Les anticorps utilises pour les differentes proteines a identifier. 

6 Mesure de I'expression de maraueurs sur la memb rane cellulaire (Fas, 



5 6.1 Cytometrie en flux 

Un total d'environ 5x1 0 5 cellules est utilise par echantillon. Les cellules sont 
preparees comme mentionne precedemment. Une incubation de 24 heures est 
realisee suite a I'ajout des differents produits de stimulation ( 5FU, bacteries 
vivantes ou chauffees et autres selon les experiences qui sont effectuees). 

10 Suite a I'incubation, les feuillets cellulaires sont laves avec 0,5 mL de 

trypsine-EDTA, puis 0,2 mL de trypsine-EDTA est ajoute aux feuillets de cellules, 
qui sont ensuite places dans I'incubateur a 37°C pendant environ 10 minutes. 
Une fois les cellules decollees, 3 mL de RPMI complet sont ajoutes, et la 
suspension cellulaire est ensuite centrifugee pendant 5 minutes a 1500 RPM. Les 

15 surnageants sont decantes et les cellules sont placees sur glace. Ensuite, 20uL 
de la solution d'anticorps contre Fas recepteur (BD PharMingen, Mississauga, 
Ontario) ou Fas ligand (BD PharMingen, Mississauga, Ontario) sont ajoutes au 
culot de cellules, auquel on avait prealablement ajoute 50jxL de "tampon pour 
cytometrie en flux" qui se compose de PBS 1X, 1% BSA, 0,02% d'azoture de 

20 sodium et 0,25% EDTA. Une incubation d'une demi-heure sur glace a la noirceur 
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est requise. Ensuite, deux lavages avec 4 ml_ de "tampon pour cytometrie en flux" 
sont effectues, par centrifugation a 1500 RPM pendant 5 minutes. Aux cellules 
marquees par l'anticorps Fas ligand, une quantite de 0,25 jxL par tube de 
streptavidine-PE (BD PharMingen, Mississauga, Ontario) est ajoutee, suite a la 

5 premiere incubation et aux deux lavages. Une seconde incubation de 30 minutes 
sur glace a la noirceur est effectuee, suivie de deux autres lavages. A la fin d'un 
marquage, 250|iL de solution de paraformaldehyde (PBS 1x, 2% de 
paraformaldehyde) et 250|aL de "tampon de cytometrie en flux" sont ajoutes afin 
de fixer les marquages. Les tubes sont enveloppes dans du papier d'aluminium et 

1 0 places a 4°C jusqu'a Panalyse des echantitlons. 

7 Mesure de Pexpression du gene Nurr77 

7.1 Extraction de TARN 

Un nombre 3x1 0 5 cellules est utilise par echantillon. Une incubation de 3 
heures est effectuee suite a I'ajout des differents produits de stimulation. Les 

15 cellules sont ensuite recoltees a I'aide d'un grattoir, puis centrifugees a 1500 RPM 
pendant 5 minutes. L'ARN total de chaque echantillon est extrait et purifie en 
utilisant la trousse High Pure RNA de Roche Diagnostics (Laval, Qc, Canada), tel 
qu'indique par le manufacturier. La concentration d'ARN est ensuite mesuree 
avec la machine (Pharmacia Biotech, Gene Quant RNA/DNA Calculator), puis 

20 ajustee a 92 t\gf\xL. 

7.2 RT-PCR 

La trousse LightCycler RNA amplification SYBR Green 1 de Roche 
Diagnostics (Laval, Qc, Canada) est utilisee afin de realiser la reaction de 
transcription inverse (RT) et la reaction de polymerase en chaine (PCR). Le 
25 principe du LightCycler est tres semblable a celui du Thermocycleur. La 
difference majeure consiste en la possibility avec le LightCycler, d'observer 
I'amplification a chaque cycle, grace a une molecule fluorescente appelee SYBR 
Green 1 qui s'insere dans chaque double brin forme. Plus il y a formation de 
doubles brins plus on observe, a I'aide du programme inclus avec le LightCycler, 
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l'augmentation de la fluorescence. Les deux reactions, RT-PCR, se font dans un 
capillaire construit specialement pour le LightCycler (Roche, Laval, Qc, Canada) et 
il suffit de faire un seul melange des produits contenus dans la trousse et a utiliser 
cet ensemble selon les indications du manufacturier. 

5 Avant d'effectuer une amplification, il est necessaire de mettre au point 

certaines conditions. Par exemple, la concentration de MgCI 2 , les temperatures, 
et le temps. Une concentration ideale de MgCI 2 est a determiner. Pour 
['amplification presente, une concentration de 7 mM s'est averee la meilleure. La 
concentration des amorces est de 0,5 mM, comme le suggere le manufacturier. 

1 0 Dans le cas du gene Nurr77, la sequence des amorces utilisees pour le brin positif 
est 5'-CGACCCCCTGACCCCTGAGTT-3* et celle pour le brin negatif est 5'- 
GCCCTCAAGGTGTTGGAGAAGT-3' (Kang J-H, Biol.Pharm.Bull.). ^amplification 
par cette paire d'amorce donne 658 paires de bases. La programmation de la 
machine LightCycler est decrite dans le manuel d'instruction fourni par le 

1 5 manufacturier. Deux autres parametres varient dans le programme d'amplification: 
entre autres dans le segment d'hybridation, la temperature a utiliser varie selon les 
amorces. La temperature (fixee a 5°C de moins que la temperature d'hybridation 
des amorces (Tm) se calcule par la formule suivante: Tm = 2°C (A+T) + 4°C 
(C+G). Pour les amorces utilisees la Tm est de 64°C. Le deuxieme parametre est 

20 le temps d'incubation pour I'elongation, toujours situe dans le programme 
amplification; il est determine par la formule suivante t = (nombre de paires de 
base du produit d'amplification * 25) secondes. Dans notre cas, le nombre de 
base etant 658, on obtient done 26 secondes. Suite aux 35 cycles necessaires 
pour amplifier la partie du gene voulu, une courbe de point de fusion est realisee, 

25 utilisant une temperature de 10°C plus elevee que la temperature d'hybridation. 
Done, les amplifications sont sujettes a une augmentation progressive de la 
temperature et a chaque degre la fluorescence est mesuree et enregistree. En 
augmentant la temperature de facon progressive, les doubles brins formes se 
decollent lorsque la temperature devient assez elevee, et e'est done a cette 

30 temperature qu'on observe une diminution de fluorescence. Le programme fait 
une courbe de point de fusion avec les fluorescences enregistrees, et par la suite, 
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il mesure la derivee de la fluorescence en fonction de la temperature. En 
connaissant la temperature de fusion theorique du produit d'amplification, il est 
possible d'obtenir la valeur de I'aire sous la courbe du pic forme par la separation 
des brins du produit de 1'amplification a cette temperature. La machine ne 
5 permettant pas de visualiser le nombre de paires de base amplifier, une migration 
sur gel d'agarose a 2% avec un marqueur de paire de base permet la verification 
suite a la coloration au bromure d'ethidium a une concentration de 0,5 |a.g/mL 
pendant 15 minutes. 

8 Traitements par des inhibiteurs ou stimulateurs de la PKC 

10 Les stimulations effectuees avec les inhibiteurs et stimulateurs de la PKC 

sont realisees de la meme facon que les stimulations par des bacteries et par le 
5FU. Tout d'abord, les cellules sont preparees la veille pour leur permettre 
d'adherer, et le jour meme de la stimulation, les differents produits de stimulation 
sont ajoutes en meme temps que I'inhibiteur GO 6976 (Sigma) et/ou les 

15 stimulateurs de la PKC, ionomycine (Sigma) et PMA (phorbol 12-myristate 13- 
acetate) (Sigma). Ensuite, une incubation de 48 heures est effectuee, les cellules 
sont recoltees et le pourcentage d'apoptose est mesure. 

9 Dosage de cytokine 

9.1 Dosage du TNF par bioessai 

20 II est possible de doser la quantite de TNF dans un surnageant a I'aide de 

la lignee cellulaire L929, qui est une lignee de fibroblastes de souris sensibles a 
faction cytotoxique du TNF. Le principe de ce bioessai est simple : plus il y a de 
TNF dans le surnageant ajoute au feuillet de cellules L929, plus il y aura de mort 
cellulaire. On peut ensuite mesurer le taux de cellules restees vivantes. En 

25 premier lieu on cultive les cellules dans du RPMI 1640 complet + 5% SVF. Les 
cellules se decollent du flacon a I'aide de trypsine-EDTA (Gibco, Burlington, ON, 
Canada) en incubant environ 1 minute a 37°C. Un comptage cellulaire est 
effectue pour preparer une suspension de 3,3 x 10 5 cellules/mL pour le bioessai. 
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Un volume de 75 uL est depose dans chaque puits d'une plaque de 96 
puits. Toutes les lignes recoivent ce volume sauf la premiere qui est utilisee 
comme temoin vide. Suite a une incubation de 24 heures, un volume de 25 
d'actinomycine D, a une concentration de 2 ug/mL, est ajoute a tous les puits de 
toutes les lignes, sauf la deuxieme ligne qui sert de controle d'actinomycine D, et 
ce afin d'arreter la croissance cellulaire.. Par la suite, les differents echantillons 
sont ajoutes a partir de la quatrieme ligne a raison de 100 \il par puits, et ce en 
triplicata. La troisieme ligne reste vide puisqu'elle servira de controle positif, c'est 
a dire qu'elle representee le nombre maximum de cellules puisqu'il n'y a aucun 
agent cytotoxique ajoute. Avec les echantillons ajoutes, des dilutions successives 
sont effectuees a partir du 100 uL que I'on dilue en serie dans les 8 rangees 
suivantes. Lorsque les echantillons sont dilues, on incube de 16 a 20 heures a 
37°C + 5% C0 2 . Apres cette incubation, les surnageants sont rejetes et les 
cellules sont fixees au fond du puits a I'aide d'une solution de formaldehyde 5% a 
raison de 100 uL par puits pendant 5 minutes. Les plaques sont videes et rincees 
3 fois a I'eau courante. Les cellules restees fixees sont ensuite colorees au crystal 
violet a raison de 50 jj.L par puits pendant 5 minutes. Par la suite, les plaques sont 
videes et I'exces de colorant est elimine par 3 rincages a I'eau courante. Une fois 
les plaques bien seches, 100 jaL d'une solution d'acide acetique a 33% est ajoutee 
a chaque puits pour dissoudre de crystal violet absorbe par les cellules fixees. 
L'absorbance est lue a une longueur d'onde de 540 nm dans un 
spectrophotometre pour plaque, en utilisant la colonne 1 comme reference 
(« blanc »). 

Afin de calculer le nombre d'unites de TNF, on considere qu'une unite de 
TNF correspond a I'inverse du facteur de dilution donnant 50% de cytotoxicite. 
Afin de calculer le pourcentage de cytotoxicite pour chaque echantillon, I'equation 
suivante est utilisee. 



% cytotoxicite = P.O. echantillon x 100 
D.O. positif 
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Done, la D.O. de I'echantillon est la moyenne des trois absorbances 
obtenues pour une dilution suite a la lecture des plaques. La D.O. du controle 
positif est la moyenne des puits de la ligne 3. Le % de cytotoxicite est calcule 
pour chaque dilution. Par la suite, une droite a regression lineaire est tracee pour 
5 les dilutions d'un echantillon, le facteur de dilution (= x) et le % de cytotoxicite (= y) 
et le point 50% est trouve a I'aide de I'equation de ia droite. L'inverse de la 
dilution (2 X ) equivaut au nombre d'unite de TNF dans I'echantillon initial non dilue. 
Les resultats sont exprimes en U/mL. 

RESULTATS 

10 1) Recherche de la dose de 5 Fluoro-uracil optimale 

La Figure 8 montre la mesure de I'apoptose par cytometrie en flux suite a 
I'exposition de doses croissantes de 5-Fluoro-uracil (5FU) afin d'obtenir une 
concentration ideale donnant 50% de mortalite. Un total de 3x1 0 6 cellules est mis 
en presence des differentes concentrations de 5FU pendant 48 heures. Ensuite, 
15 le contenue d'ADN des cellules est marque a I'aide d'iodure de propidium et 
analyse par cytometrie en flux afin d'obtenir le pourcentage d'apoptose. Les 
resultats suivants sont la moyenne de deux experiences independantes. 

La Figure 9 illustre un schema representant une des deux experiences 
effectuees afin d'obtenir la concentration ideale de 5FU. L'appareil mesure le 
20 nombre d'evenement du pic sous-G1 par rapport au nombre d'evenement de 
I'echantillon, ce qui donne un resultat en pourcentage. Puisque I'on sait que le pic 
sous-G1 correspond a de I'ADN clivee, signe d'apoptose, on donne done a se 
pourcentage la valeur de I'apoptose. 

2) Action de la combinaison de 5 Fluoro-Uracil + bacteries vivantes sur la 
25 viabilite des cellules LS 513. 

La Figure 10 illustre la viabilite des cellules cancereuses du colon est dosee 
par le MTT suite a une incubation de 48 heures en presence ou absence de 5- 
Fluoro-uracil (5FU) ( 2.5ug/mL) et de bacteries vivantes (B) a differentes 
concentrations (10 6 -10 8 ). Un total de 3.3 X 10 4 cellules par puits dans un plateau 
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de 96 puits est mis en contact avec les differents produits de stimulation. La 
coloration produite par la reaction du MTT avec les cellules vivantes, est evaluee 
sur un spectrophotometre a une longueur d'onde de 540 nm. Chaque echantillon 
est la moyenne de 3 puits differents. 

5 La Figure 11 illustre I'effet des bacteries vivantes et du 5FU sur I'apoptose 

de LS 513. Des bacteries lactiques vivantes (B) a differentes concentrations (10 6 - 
10 9 ) et du 5-Fluoro-uracil (5FU) (100ug/mL) sont ajoutes aux cellules LS 513. La 
mesure de I'apoptose par cytometrie en flux est faite suite a une incubation de 48 
heures. Le marquage de I'ADN avec une solution d'iodure de propidium permet 
10 d'observer le pourcentage de cellules ayant de I'ADN clivee (sous-G1) produite 
suite a I'incubation. Le temoin sont des cellules ayant subit aucun traitement. 

La figure 12 montre des exemples de schemas par cytometries en flux pour 
la mesure d'apoptose. Ces 4 schemas represented 4 echantillons differents 
produit lors d'une experience. Le nombre d'evenements en sous-G1 donne un 

15 pourcentage par rapport au reste des etapes du cycle de mitose. Le Temoin (A) 
etant les cellules ayant subis aucun traitement, I'image B est compose de cellules 
misent en presence de 5FU a une concentration de 100 (xg/mL, I'image C est celui 
ou on a combine les bacteries vivantes, a une concentration de 10 8 , aux cellules 
et la derniere image (D), represents la combinaison de cellules, de bacteries 

20 vivantes (10 8 ) et de 5FU (100 ng/mL). 

La Figure 13 illustreun western blot de la caspase 3 et ce sous sa forme 
pro-active. Une incubation de 48h en presence de bacteries vivantes a une 
concentration de 10 8 et de 5-Fluoro-Uracil (5FU) a une concentration de 100ng/mL 
fut effectuee. De cette incubation, les proteines furent extraites et migree sur gel 
25 de polyacrylamide. Par la suite, elles furent transferees sur membrane de 
nitrocellulose et marquees avec un anticorps specifique pour la caspase 3 et ce a 
une concentration de 1 :1000. 

3) Action de I'etat des bacteries 



3.1) Bacteries vivantes versus bacteries irradiees 



WO 03/045405 



PCT/CA02/01826 



56 

La Figure 14 montre la mesure de I'apoptose des cellules LS 513 en 
presence de bacteries vivantes, bacteries irradiees et de 5FU. Cette Figure 
montre plus specifiquement la mesure de I'apoptose par le pourcentage de sous- 
G1 par cytometrie en flux a I'aide d'un marquage d'iodure de propidium (20 
5 ug/mL). Les cellules du cancer du colon sont misent en presence ou absence de 
5-Fluoro-Uracil (5FU) (100 ug/mL) et de bacteries vivantes (B) ou de bacteries 
irradiees (C) a differentes concentrations (10 6 -10 9 ) et ce pour une periode de 48 
heures. Les temoins sont des cellules sans traitement. 

3.2) Bacteries vivantes versus bacteries chauffees 

10 La Figure 15 montre la mesure de la viabilite des cellules LS 513 par le 

MTT. Plus particulierement, cette Figure montre I'effet de bacteries vivantes (B) et 
de bacteries chauffees (C) a differentes concentrations (10eX) en presence ou 
absence de 5-Fluoro-Uracil (5FU) (A)(2.5ug/mL) sur la viabilite de LS 513 apres 
une incubation de 48 heures. Les valeurs sont obtenues par lecture au 

15 spectrophotometre (540nm), par la coloration due au MTT qui colore les 
mitochondries fonctionnelles done celles des cellules vivantes seulement. La 
concentration cellulaire utilisee est de 3.3 x10 4 cellules par puit. Les resultats 
suivants sont la moyenne de trois puits d'un plateau de 96 puits. 

La Figure 16 montre I'effet des bacteries vivantes versus les bacteries 
20 chauffees sur I'apoptose des cellules LS 513. L'analyse du pourcentage de sous- 
G1 par marquage de I'ADN a ete obtenu avec de I'iodure de propidium. Un total 
10 000 evenements est traite par echantillon. Une incubation de 48 heures en 
presence de bacteries vivantes (B) et de bacteries chauffees (C) et ce a 
differentes concentrations avec ou sans 5 Fluoro-Uracil (100ug/mL) sont les 
25 differents echantillons illustres dans la figure. 

La Figure 17 montre I'effet des bacteries vivantes ou chauffees sur 
Pactivation de la caspase 3. 



4) Mecanismes possibles inherents aux cultures bacteriennes 
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La Figure 18 montre la mesure d'apoptose inherente aux souches de 
bacteries lactiques de I'invention. Une premiere stimulation fut effectuee pendant 
48 heures. Certain puits ne contenaient pas de cellules (F). Les differents 
surnageas (D) ont ete recoltes et ajoutes sur une culture cellulaire fraiche (E). La 
5 concentration de 5-Fluoro-uracil (5FU) est de 100 ug/mL et deux concentrations 
differentes sont utilisees pour les bacteries vivantes (B) et les bacteries chauffees 
(C) lesquelles sont 1X10 7 et 10 8 . La mesure de I'apoptose est faite par cytometrie 
en flux par marquage de I'ADN avec de I'iodure de propidium. 

La Figure 19 montre I'effet apoptotique du melange de bacteries vivantes et 
1 0 de bacteries chauffees. La mesure de I'apoptose par cytometrie en flux a ete prise 
suite a une incubation de 48 heures. La lignee cellulaire LS 513 est mise en 
presence d'une concentration determinee de 5FU (100ug/mL) ainsi que la 
presence de bacteries vivantes (B) et de bacteries chauffees (C) a deux 
concentrations differentes (10 7 et 10 8 ). Le temoin est compose de cellules sans 
15 aucun traitement. 

La Figure 20 montre I'effet de I'ajout d'acide butyrique et de 5FU sur 
I'apoptose des cellules LS 513. Aux cellules cancereuses du colon est ajoute une 
dose de 5FU (100ug/mL) ainsi que differentes doses (2mM et 4mM) d'acide 
butyrique (ab). L'apoptose est mesuree suite a une incubation de 48 heures. 

20 5) Mecanisme possible inherent aux cellules tumorales 

La Figure 21 montre I'effet de la composition selon un mode de realisation 
prefere sur I'expression du recepteur Fas. 

La Figure 22 montre I'effet de I'expression du Fas ligand. 

La Figure 23 illustre I'effet de la composition selon un mode prefere de 
25 Pinvention sur I'expression de la proteine p53. 

La Figure 24 illustre I'effet de la composition selon un mode prefere de 
I'invention sur I'expression de la proteine p21. 

La Figure 25 illustre I'effet de I'activation de PKC sur I'apoptose. 
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La Figure 26 illustre I'effet de I'inhibition de PKC sur I'apoptose. 

6) Caracterisation du surnageant des bacteries lactiques de I'invention sur 
I'apoptose des cellules de tumeurs intestinales LS 513 

Le potentiel apoptotique des surnageants de bacteries sur la lignee LS 513, 
lignee tumorale a ete analyse. Les resultats obtenus sur I'activite de la caspase-3 
demontrent que les surnageants, meme en presence de 5-FluoroUracil (2,5 pg/mi 
et 100 ug/ml), n'activent pas de fagon significative cette caspase (Figure 27). Au 
contraire, en presence de 100 pg/ml de 5FU, les surnageants inhibent I'activite de 
la caspase-3. La coloration en fluorescence du noyau des cellules cancereuses, a 
I'aide de la technique du DAPI, n'a pas permis de mettre en evidence des noyaux 
ou la chromatine est condensee, une caracteristique fondamentale des cellules 
apopotitiques. La coloration des noyaux est typique de cellules saines et vivantes 
(Figure 28, grossissement a 100X et a 630X). De plus, les etudes en cytometrie 
de flux a I'aide d'iodure de propidium ne demontrent pas de mort cellulaire 
(Figure 29) ni de perturbation significative des phases du cycle cellulaire 
(Figure 30). L'ensemble de ces resultats indiquent que les surnageants de 
bacteries n'induisent pas I'apoptose dans les cellules LS 513. 

DISCUSSION 

L'action des bacteries intactes c'est-a-dire celles qui sont vivantes et 
irradiees sur le cancer est la meme. Par contre les bacteries non intactes, par 
exemple celles detruites par la chaleur semblent avoir une action contraire aux 
bacteries intactes. 

De plus, il a ete remarque selon les travaux effectues dans le contexte de la 
presente invention que I'efficacite d'un agent anticancereux tel que le 5 FU est 
considerablement augmentee en presence de bacteries intactes. Cette efficacite 
serait dose dependante. Une apoptose plus rapide en presence de bacteries 
vivantes est remarque. 

La presence de bacteries chauffees avec le 5 FU augmenterait I'expression 
de la proteine p21. II pourrait done y avoir une modulation via un recepteur 
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inconnu de proteines regulatrices de l'apoptose\cycle cellulaire (p21). Une 
augmentation de la proteine p21 a ete remarquee lorsqu'il y a moins d'apoptose, 
et une diminution de la proteine lorsqu'il y a plus d'apoptose. 

L'acide butyrique est un produit des bacteries lactiques et est pressente 
5 dans I'intestin. Ce produit cause I'apoptose dans les cellules du cancer du colon in 
vitro. II y aura une synergie entre le butyrate et le 5FU sur le cancer du colon. II a 
egalement ete remarque que l'acide butyrique inhibe la croissance in vivo de 
cancer du colon humain sur les souris. 

Au vu de ce qui precedent, les bacteries lactiques vivantes entrent en 
10 synergie avec le 5FU pour diminuer le nombre de cellules cancereuses en culture 
(MTT) ou bien pour augmenter I'apoptose chez ces dernieres (cytosine en flux). 

Les bacteries lactiques irradiees ont la meme action que les bacteries 
vivantes alors que les bacteries chauffees auraient une action contraire. Ainsi, la 
forme intacte des bacteries lactiques est necessaire a leur action contre les 
15 cellules tumorales. De plus, Taction des bacteries est egalement dependante et 
proportionnelle a la dose. La propriete d'induire ou moduler I'apoptose par les 
bacteries lactiques de I'invention a ete corroboree par I'experience demontrant 
I'effet non-apoptotique du surnageant de ces bacteries. 

L'expression de la caspase 3 ainsi que celle de la proteine p21 est modulee 
20 par les bacteries lactiques vivantes de la meme fagon que I'apoptose. 
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REVEND1CATIONS: 

I- Utilisation d'au moins une souche bacterienne lactique pour renforcer une 
reponse immunitaire chez un mammifere dans le but de prevenir ou traiter un 
cancer. 

5 2- Utilisation d'au moins une souche bacterienne lactique pour faciliter I'induction 
de I'apoptose des cellules d'un cancer. 

3- Utilisation d'au moins une souche bacterienne lactique pour la fabrication d'un 
medicament destine au traitement ou la prevention du cancer. 

4- Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, caracterisee en ce 
10 que la souche bacterienne est sous une forme vivante ou irradiee. 

5- Utilisation selon I'une quelconque des revendications 4, caracterisee en ce 
que la souche bacterienne est du genre Lactobacillus. 

6- Utilisation selon la revendication 5, caracterisee en ce que la souche est de 
I'espece Lactobacillus acidophilus et/ou Lactobacillus casei. 

15 7- Utilisation selon la revendication 6, caracterisee en ce que ladite souche de 
Lactobacillus acidophilus est la souche 1-1492 deposee a la CNCM. 

8- Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 a 7, avec un agent 
anticancereux. 

9- Utilisation selon la revendication 8, caracterise en ce que I'agent 
20 anticancereux est le le 5 fluoro-uracil. 

10- Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 a 9, caracterisee en ce 
que ledit cancer est un cancer du colon. 

II - Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 a 10, caracterisee en 
ce que ledit mammifere est un §tre humain. 
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12- Composition pour traiter ou prevenir un cancer, comprenant une quantite 
efficace d'au moins une souche bacterienne lactique et un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable. 

13- Composition selon la revendication 12, caracterisee en ce que la souche 
5 bacterienne est sous une forme vivante ou irradiee. 

14- Composition selon la revendication 13, caracterisee en ce que la souche 
bacterienne est du genre Lactobacillus. 

15- Composition selon la revendication 14, caracterisee en ce que la souche est 
de I'espece Lactobacillus acidophilus et/ou Lactobacillus casei. 

10 16-Composition selon la revendication 15, caracterisee en ce que ladite souche 
de Lactobacillus acidophilus est la souche 1-1492 deposee a la CNCM. 

17- Composition selon I'un quelconque des revendications 12 a 16, caracterisee 
en ce qu'elle comprend un agent anticancereux. 

18- Composition selon la revendication 17, caracterisee en ce que I'agent 
1 5 anticancereux est le 5 fluoro-uracil. 

19- Composition selon I'une quelconque des revendications 12 a 18, caracterisee 
en ce que ledit cancer est un cancer du colon. 

20- Methode pour prevenir ou traiter un cancer chez un mammifere, caracterisee 
en ce qu'elle comprend I'administration chez ledit mammifere d'une 

20 composition tel que definie aux revendications 12 a 1 9. 

21- Methode pour faciliter I'apoptose des cellules d'un cancer chez un mammifere, 
caracterisee en ce qu'elle comprend I'administration chez ledit mammifere 
d'une composition tel que definie aux revendications 12 a 19. 

22- Methode selon la revendication 20 ou 21, caracterisee en ce que ledit 
25 mammifere est un etre humain. 
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23-Kit pour prevenir ou traiter un cancer chez un mammifere, caracterisee en ce 
qu'il comprend un recipient contenant une composition tel que definie aux 
revendications 12 a 19. 
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